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Avant-propos

Ce manuscrit présente des travaux de recherchmngéié réalisés en collaborations avec :
- le Laboratoire de Biochimie Alimentaire Industree(LBAI) de I'école nationale
vétérinaire, agroalimentaire et de I'alimentatioantes Atlantique (ONIRIS) ;

- le Laboratoire d’Etude des Résidus et Contamindauts les Aliments (LABERCA)
de I'école nationale vétérinaire, agroalimentatrdeel’alimentation Nantes
Atlantique (ONIRIS) ;

- le laboratoire de Sciences et Technologie de lmmBgse Marine (STBM) du centre
de I'Institut Francais de Recherche pour I'Exptmitade la Mer (IFREMER).

Ces travaux ont fait I'objet d’un financement parnrhinistére de I'Enseignement et de la
Recherche et de la Région Pays de la Loire damsdee du projet régional « Approche
Intégrée de la Qualité et la Sécurité des AlimentAlSQUAL) coordonné par le Dr. Patricia
Le Bail (INRA Nantes). A ce titre, une partie dessultats obtenus ont été intégrés a la
restitution finale du projet (rapport de rechereheolloque de restitution).

Ces résultats ont également été valorisés sougfdentommunications écrites et orales :

Publication scientifique

Catanéo C. ; Lalanne V. ; Baron R. ; Courcoux Be Bizec B. ; Le Thuaut L. ; Prost C. ;
Sérot T. (2010).Use of comprehensive GC to assess the influencamoke generation
parameters over the content of phenolic compoundsnmoke Book of Full Papers, 5th
Central European Congress on Food Proceedings, 85BM0-89088-89, pp 19-24.

Communications orales internationales et nationales

Catanéo C. ; Chopin C. ; Sérot Attificial fish fillet-like matrices: a powerful t to unravel food
smoking complexityBiopolymers 2010, 1st - 3rd December 2010, LastrpFrance

Catanéo C. ; Lalanne V. ; Baron R. ; Courcoux|k Bizec B. ; Le Thuaut L. ; Prost C. ; SérotJse

of comprehensive GC to assess the influence ofesmehkeration parameters over the content of
phenolic compounds in smoki&th Central European Congress on Food, 19th d 24ay 2010,
Bratislava,Slovaquie

Catanéo C. ; Le Thuaut L. ; Marquez-Haury A. ; Rang. ; Sérot T. ; Prost Glow comprehensive

GC is a useful tool to elucidate food aroma anaysiFocuses on Bread, Petfood and smokedf&h.
European Comprehensive GCxGC Workshop, 17th - Jidtle 2009, Amsterdam, The Netherlands
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Catanéo C. ; Veyrand B. ; Baron R. ; Chopin C. ; Rigec B. ; Sérot T. Contribution a la
compréhension des phénomenes régissant les qusditéires et organoleptiques des produits de
fumage Collogue PONAN-AIQUAL, 25 Novembre 2009, NantEsnce

Serot T., Baron R. Cardinal M. Catanéo C., Knodk@erLe Bizec B. Prost C., Monteau F., Varlet V.
Assessment of the effects of the smoke generatimesses and of smoking parameters on the
organoleptic perception, the levels of the mostradts compounds anBAH content of the smoked
salmon fillets Experts Workshop on Fish Technology, Utilizataord Quality Assurance in Africa 24-
28 November 2008, Agadir, Maroc

Communications par poster internationales et nationles:

Catanéo C. ; Lalanne V. ; Baron R. ; Courcoux Be Bizec B. ; Le Thuaut L. ; Prost C. ; Sérot T.
Identifying smoke generation operating conditiompartance for phenolic compounds production :
Two-dimensional GC — Time of Flight MS approatth GCxGC Symposium, 31 Mai - 1er Juin, Riva
Del Garda, Italie

Catanéo C. ; Lalanne V. ; Baron R. ; Courcoux|k Bizec B. ; Le Thuaut L. ; Prost C. ; SérotJse
of comprehensive GC to assess the influence ofesm@hkeration parameters over the content of
phenolic compounds in smokes journées arbme, 2 — 3 Avril 2009, Dijon, France

Baron R.; Cardinal M. ; Chevalier-Gigout F.; Gata C.; Cornet J.; Havet M. ; Knockaert C.;
Leroi F.; Sérot T.; Veyrand B. ; Vanquin 8ome elements of comparison between « traditional »
(auto-combustion) and atomizing smoking processsalmon TAFT, 15-18 Septembre 2009,
Copenhague, Danemark

Vulgarisation et dissémination des résultats scietfiques :

«Can we smell a safe smoked salmon? »: fichénrés de vulgarisation scientifique pour
intégration au « supermarché virtuel » (plateforereligne de diffusion d’informations scientifiques
destination des industriels) dans le cadre du prajaropéen de dissémination des résultats de
recherche « AgriFood Results » : « Can we smetifa smoked salmon ? »
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Sigles et abréviations

ACP : Analyse en Composantes Principales

AFNOR : Association Francaise de Normalisation
AFSSA : Agence Francaise de Sécurité Sanitaird\te®nts
AG : Acides Gras

AGI : Acides Gras Insaturés

AGPI : Acides Gras Polylnsaturés

AGS : Acides Gras Saturés

ANOVA : Analyse de la Variance

ANSES : Agence nationale de sécurité sanitairéalienentation, de I'environnement et du
travail (anciennement AFSSA)

AOAC : Association of Analytical Communities

ASE : Accelerated Solvent Extraction

BaA : Benz[a]anthracéne

BSTFA : N,O-Bis(trimethylsilyl)trifluoroacetamide

CAR : Carboxen

CC : Chromatographie sur Colonne ouverte

COV : Composés Organiques Volatils

CPP : cyclopenta[c,d]pyrene

DHS : Direct HeadSpace (échantillonnage directesphce de téte)
DLC : Date Limite de Consommation

DMP : diméthylphénol

DMSO : Diméthylsulfoxyde

DSV : Distillation Sous Vide

DVB : Divinylbenzene

EDS : Extraction Distillation Simultanée

EFSA : European Food Safety Authority

F : facteur de réponse

FD : Fluorimetric Detector (Détecteur Fluorimétrgu

FID : Flame lonisation Detector (Détecteur a lotisade Flamme)
FLD : Florescence Detector (Détecteur a fluoreseenc

G/P : ratio de concentration guaracol/phénol

G/S : ratio de concentration guaiacol/syringol

GC : Gas Chromatography (Chromatographie en phageluse)
GC/GC : chromatographie en phase gazeuse bidimmexiko
GCxGC : chromatographie en phase gazeuse bidinrezisdotale
GC-COOL : Gas Chromatography-Concentration Omissidddorants at Liquid state
GC-GOOD : Gas Chromatography-Global Odorants OunisBietection

GC-0O: Gas Chromatography-Olfactometry (Chromatolgiea en phase Gazeuse couplée a
I'Olfactométrie)

GPC : Gel Permeation Chromatography (chromatogegpéui perméation de gel)
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Sigles et abréviations

HACA : Hydrogen Abstraction - Carbon Addition (Absttion d’'un atome d’Hydrogene /
Addition de Carbone)

HAP : Hydrocarbures Aromatiques Polycycliques

HAP4 : groupe de 4 HAP impliqués dans le future lendgntation européenne
(Benz[a]anthracéne, Benzo[b]fluoranthéne, Bezngfalpe, Chrysene)

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

HS-SPME : HeadSpace Solid Phase MicroExtractiorcrmitraction en phase solide de
I'espace de téte)

HSSE : HeadSpace Sorptive Extraction

IRL : Indice de Rétention Linéaire

ITD : lon Trap Detector (Détecteur a Trappe lonique

Kow : Coefficient de partage octanol/eau

LC : Liquid Chromatography (Chromatographie en phasguide)

LC-FD : Liquid Chromatography- Fluorimetric Detec{@hromatographie en phase Liquide
couplée a un Détecteur Fluorimétrique)

LC/GC-MS : Liquid Chromatography/Gas  Chromatograpgss  Spectrometry
(Chromatographie en phase Liquide couplée a larGatagraphie en phase Gazeuse couplée
a la Spectrométrie de Masse)

LC/LC : Liquid Chromatography/Liquid ChromatographChromatographie en phase
Liquide couplée a la Chromatographie en phase deui

LC/LC-FD : Liquid Chromatography/Liquid Chromatogtey-Fluorimetric Detector
(Chromatographie en phase Liquide couplée a lar@atragraphie en phase Liquide couplée
a un Détecteur Fluorimétrique)

LC/LC-UV : Liquid Chromatography/Liquid Chromatogtay-UltraViolet (Chromatographie
en phase Liquide couplée a la Chromatographie esephiquide couplée a un détecteur
Ultraviolet)

LC-MS : Liquid Chromatography-Mass Spectrometry r@hatographie en phase Liquide
couplée a la Spectrométrie de Masse)

LC-MS/MS : Liquid Chromatography-Tandem Mass Spmugtry (Chromatographie en
phase Liquide couplée a la Spectrométrie de Mas3aerdem)

LC-UV : Liquid Chromatography-UltraViolet (Chromajmaphie en phase Liquide couplée a
un détecteur UltraViolet)

LLE : Liquid Liquid Extraction (extraction liquidéguide)

LOD : Limit Of Detection (limite de détection)

LogP : Logarithme du coefficient de partage octasl

LOQ : Limit Of Quantification (limite de quantifitian)

LSD : Least Signifcant Difference (Plus petitef@iénce significative)

MAE : Macrowave Assisted Extraction (extractionigss par micro-ondes)

MASE : Membrane Assisted Solvent Extraction (extoacau solvant assitée par membrane)
MS : Mass Spectrometry (Spectrométrie de Masse)

MS/MS : Tandem Mass Spectrometry (Spectrométriglagese en Tandem)

PA : PolyAcrylate
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Sigles et abréviations

PDMS : PolyDiMéthylISiloxane

PE : Polyéthylene

PLE : Pressurised Liquid Extraction (Extraction Saftvants sous Pression)
POP : Polluants Organiques Persistants

PTFE : Polytétrafluoroéthyléne (Téflon ®)

QQqQ : Spectrométre de masse triple quadripolaire

gMS (ou « Q ») : Quadrupole Mass Spectrometer (Bpeeétre de masse Quadripolaire)
R2 : Coefficient de détermination (coefficient «stg », sauf mention contraire)
Re : Nombre de Reynolds

RMN : Résonance Magnétique Nucléaire

SAFE : Solven Assisted Flavor Evaporation

SBSE : Stir Bar Sorptive Extraction (Extraction Barreau Aimanté Absorbant)
SCF : Scientific Commitee on Food

SDE : Simultaneous Extraction Distilation

SFE : Supercritical Fluid Extraction (Extractiorr pduide Supercritique)

SIM : Signle lon Monitoring

SLE : Solid-Liquid Extraction (extraction solidetliide)

SPE : Solid-Phase Extraction (Extraction en Phatde&

SPME : Solid-Phase MicroExtraction (MicroextractemPhase solide)
SPME-DED : Solid-Phase MicroExtraction-Direct Extran Device

SRM : Single Reaction Monitoring

TEF : Toxic Equivalent Factor (Facteur d’Equivalefdmoxique)

TEQ : Toxic Equivalent Quantity (Quantité d’Equigate Toxique)

TOF : Time-Of-Flight detector (Détecteur a Temps/dg

TOFMS : Time-Of-Flight Mass Spectrometer (spectrssnde masse a temps de vol)
USE : Ultra-Sound Extraction (extraction assist@eyitrasons)

UV : UltraViolet
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Introduction

Le fumage des aliments en général, et du poissopagticulier, est un procédé de
transformation qui a paradoxalement peu évoluéegiard de sa trés longue histoire. Le
fumage artisanal tel qu’il est pratiqué aujourd’lest en vérité tres semblable a ce qui était
réalisé déja en des temps préhistoriques. Bienleyeocédé technique se soit modernisé,
industrialisé et ait changé par bien des aspew@st principalement le but du fumage qui a
connu des changements déterminants. C’est dariet'alans I'assiette du consommateur que
le produit fumé a surtout changé. A l'origine pritdde longue conservation, les poissons
fumés sont au fil du temps devenus des produitdude, puis des produits courants a

connotation festive, jusqu’a devenir depuis peupeduits de consommation quotidienne.

Les attentes des consommateurs, les besoins dekicprars, les exigences des
|égislateurs et les impératifs des contrbleursavigs du produit de poisson fumé ont changé
avec I'évolution des habitudes de consommation.pbmt de vue du consommateur, c'est
principalement une demande de propriétés organglegs typiques qui est prépondérante.
Par ailleurs, tandis que les autorités sanitaeedo$vent de prendre en compte 'augmentation
des quantités consommées pour y ajuster les regtatitms a visée de santé publique, les
industriels doivent pouvoir répondre a la fois aoxtraintes lIégales et aux augmentations des
volumes de production. Enfin, les organismes ddréont en charge de faire évoluer les

outils nécessaires a la bonne connaissance duipebdiu procédé.

A l'interface de ces enjeux se situent d’'une partploduit a fumer et d'autre part
I'opération de fumage. C’est au cours du fumage l@lienent acquerra les caractéristiques
organoleptiques, technologiques et toxicologiquexpnes aux fumaisons. Le processus de
fumage consistant principalement en une chargerddugg en composés présents dans la
fumée, de nombreuses études ont visé a mettreidenée le réle des différentes fractions de
celle-ci. C’est ainsi que les hydrocarbures aromuas polycycliqgues ont été décrits comme la
principale contamination des produits de fumaigttant donné leur caractére génotoxique et
carcinogenes avéré, une réglementation limitant peé@sence admissible dans les aliments
fumés a pu étre instaurée. A linverse, les compga@noliques volatils ont été présentés
comme étant la famille chimique déterminante péemsemble des propriétés souhaitables

chez un produit fumé.



Introduction

Une grande partie de la qualité du produit finideanc étre déterminée pendant la phase
d’exposition de l'aliment a une fumée, puisque eéttape de production conditionnera ses

teneurs finales en composeés désirables et indésrab

Cependant, alors que les propriétés des différentstituants de la fumée sont bien
connues, ni les mécanismes de leur production editbons industrielles, ni la facon dont ils
passent de la fumée au produit ne sont parfaiteamgnpris a I’heure actuelle. Ainsi, méme si
la composition de la fumée peut étre précisemenhwe, celle-ci ne peut pas toujours étre
prédéterminée. Qui plus est, les interactions paueaister entre le produit et la fumée ne
sont pas trés bien connues, alors qu’elles pountr&ige dominantes. En effet, les aliments
traités par fumage étant particulierement variésprbcessus de fumage est réalisé sur des
produits de compositions tres différentes. La cositfom du produit comme étant directement

un parameétre du fumage pourrait en fait étre néglayI’heure actuelle.

Ces travaux s’inscrivent dans la volonté des dfiés acteurs du secteur de tendre a des
produits fumés de meilleures qualités -organolegtiqechnique et sanitaire- satisfaisant aux
criteres toujours plus exigeants de chacun. L'dbjem est d’apporter des éléments de
compréhension et de maitrise relatifs a :

+ |a production industrielle de fumée alimentaire,

+ |e processus d’enrichissement du produit en coggesus de la fumée.

L'utilisation d’'un pilote expérimental a taille indtrielle permettra d’appréhender la
génération de la fumée et le fumage de matricesealiaires dans des conditions identiques a
celles qui sont employées couramment par les indlsstde la filiere halieutique. En
parallele, 'étude des phénomenes de sorption smuldét au cours du fumage sera realisée
dans des environnements modéles adaptés. Cellergiras a fournir des éléments de
compréhension nouveaux relatifs aux phénoménessaagi I'enrichissement de produits en

composes clefs de la fumée.

Les résultats attendus permettront ainsi de défileis conditions de production des
aliments fumés plus rationnelles, en prenant en ptemun maximum de facteurs
déterminants. lls pourront par ailleurs constitugre base scientifique a linvestigation

deétaillée de la physico-chimie du fumage.
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|. Le fumage
l.1. Généralités

I.1.1. Aspects historiques

Le fumage fait partie des techniques de transfoomades aliments les plus anciennes
utilisées par 'lhomme. En estimer I'dge exact emtadimpossible. Cependant, des traces
archéologiques (restes alimentaires principalemagrtnettent de penser que le fumage était
déja utilisé aux environs de -90.000 ans.

Il ne fait aucun doute que le fumage est appasiest développé en tant que procéede de
conservation des aliments et en particulier dugmmsEn effet, si celui-ci était alors une des
bases du régime alimentaire, il présentait déjicdnvénient de s’altérer rapidement. Il n’est
donc pas étonnant que les trois techniques de c@besm ancestrales (a savoir : séchage,
salage et fumage) aient toujours plus ou moinaigiéées conjointement sur cette matiéere
premiére, afin d’en retarder I'altération.

En dépit de sa tres longue histoire, le fumaggquelnous le connaissons aujourd’hui n’est
nac fandamentalement différent de ce qu’il étaltoéigine. Il s’agit d’'une exposition du

alimentaire a de la fumée issue de la pgmlde matériel d’origine végétale. Le

se «charge » alors en composés de la fuehéequiert de nouvelles propriétés,
principalement techniques (durée de conservatios jpingue) et organoleptiques (couleur et
flaveur « fumé »). Les principales évolutions résitddans une maitrise accrue du procédé par
une meilleure connaissance des phénomeénes implejudéise mise en ceuvre a plus grande
échelle par des procédés industriels modernes.

C’est en particulier dans les effets recherchéslgudemage « moderne » tel que nous le
connaissons aujourd’hui et le fumage « ancestdifferent. En effet, avec le développement
des techniques de préparation (mesures d’hygidre@ne du froid, etc.) et de conservation
(appertisation, congélation, ionisation, conseoraious vide, biopréservation, etc.), le besoin
de préservation du produit par le fumage a disghest devenu principalement un moyen de
valoriser le produit en y apportant des caracigtiss organoleptiques spécifiques appréciées
du consommateur.

1.1.2. Aspects économiques

La simplicité du procédé de fumage le rend appledbde trés nombreuses matieres

premieres. Ainsi on retrouve selon les régionsest dpécificités culturelles une grande
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diversité de produits de fumage allant du filefpdésson fumé jusqu’au thé fumé, en passant
par toute une variété de viandes, produits de akenie dérivés, fromages, coquillages et
ceufs de poisson. Sur le marché européen en géstéehancais en particulier, ce sont les

produits de poissons fumés qui occupent la plusdgrapart de la consommation en

fumaisons.

Les poissons fumés consommés sont principalemspbuibles et achetés en grande et
moyenne surface « traditionnelle » (par oppositeux « Hard Discount » et « Freeze
Center ») au rayon traiteur réfrigéré, sous forimenfient tranchée et emballée sous vide
(FranceAgriMer, 2010). C'est un segment de marchéhausse constante depuis de
nombreuses années tant en volume (+5,3% entre &00809) qu’en valeur (+7,9% entre
2008 et 2009). Cette croissance est portée prilecigant par I'image positive des produits de
la mer (d’autant plus que la forte associationeertpoisson » et « acides gras essentiels » a
été largement promue) et par le changement degubabi de consommation. Autrefois
réservé a la consommation festive, les produitpaigson fumé sont a présent disponibles et
consommes toute I'année par I'ensemble des consteursade produits de la mer. Cette
banalisation a été rendue possible par 'augmemales productions de matiere premiére
(développement de l'aquaculture) qui a donné lieuna diversification de la gamme en
termes de prix, de marques et de produits proposés.

Il est important de noter que parmi les especaxipalement consommeées en France
(saumon, truite, hareng, haddock et maquereauyt ¢ée saumon qui représente la part
prépondérante (70% des volumes achetés et 80% alesiry dépensées). En matiére
d’origine, les saumons d’élevage sont encore ntajogs et ce sont les saumons issus de
Norvége qui occupent le gros du marché, suivised d’Ecosse et d’Irlande.

Le segment du saumon fumé représente donc un méehémportant avec plus de
30.000 tonnes vendues en France en 2009, poudpl620.000 k€. Sa croissance ne semble
pas destinée a s'inverser dans les années a wesguxelle a été a peine ralentie par les
contextes économiques difficiles récents (Xerfil@0 Ce secteur attire ainsi de plus en plus
d’acteurs, devenant toujours plus concurrentielest par conséquent important pour les
industriels de garantir une qualité optimale paurs produits, pour pouvoir réesister a la
pression de la concurrence.

Cependant, il ne faut pas oublier que 'augmemntatie la consommation de poissons
fumés par des consommateurs de tous les agestedudong de l'année augmente aussi
I'exposition de ceux-ci a d’éventuels contaminadts produit. D’autant plus que cette

consommation ne se limite pas a la consommationegtd » présentées par ces statistiques.
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Il existe aussi une part « invisible » puisquepegsons fumés sont de plus en plus utilisés
comme produits intermédiaires d’aliments élabodésit la consommation est également en

forte hausse (par exemples, salades ou sandwitfperéls préts a consommer).

|.2. La matiere premiére fumée : La chair de poisso n

La chair prélevée sur les poissons pour étre comsiest constituée principalement des
muscles du tronc de I'animal. Ceux-ci pouvant repnéer entre 35-40% (lieu noir, cabillaud,
etc.) et 65-70% (hareng, anchois, etc.) de I'aniemier en fonction des espéces. Parmi ces
muscles, il existe trois types distincts.

- Les grands latéraux, qui sont des muscles enga®enfuseau disposeés de part et d’autre
de la colonne vertébrale. Les especes pélagiquean{ven haute mer) qui doivent fournir de
plus gros efforts ont des grands latéraux tregués qui leur donne une teinte rouge sombre,
comme celle du thon. A l'inverse, les espéces mEgigdémersales) ont une chair plus claire,
voire blanche. Certaines espéces de poissons ataninde grandes quantités de lipides dans
ce type de muscles.

- Les muscles rouges sont caractéristigues desstékns (poissons osseux). lls ne
doivent pas étre confondus avec les grands latéragpéces « a chair rouge ». lls sont situés
entre la peau et les grands latéraux, au niveda ligne médiane. Comme ils participent a la
nage, ils sont fortement vascularisés, et plusldppés chez les pélagiques. Enfin, chez les
poissons gras ils peuvent constituer un lieu deksige privilégié des graisses.

- Les muscles commandant aux nageoires n’ont ariderdans la propulsion de I'animal.
lIs servent a stabiliser I'animal et a l'orienteand les trois dimensions lors de ses
déplacements. lls ont une structure en toron dtstres principalement en position ventrale

et dorsale.
1.2.1. Le filet de poisson : un muscle strié

[.2.1.1. Structure du muscle strié

Les muscles striés de poissons se distinguentwedss mammiferes principalement par
leur grande abondance (par rapport a la massee td&l'individu, jusqu’a 70% pour des
poissons comme le hareng ou I'anchois) et pardeganisation en métameéres (segments de

structure similaire disposés les uns a la suitead&®s).
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Figure 1 : Représentation schématigue des structusedu muscle de poisson

10



Etude Bibliographique

Pour le reste, on retrouve chez les poissons lesemé&aracteres musculaires que chez les
mammiféres (Figure 1). Le muscle est donc constitué ensemble de cellules musculaires
(ou fibres musculaires) paralléles regroupées isndaux (également paralleles entre eux) par
des enveloppes de tissu conjonctif & base de eéoléad.es fibres musculaires sont de grandes
cellules de forme allongée, plurinucléées et quntiemnent les organites protéiques
responsables du mouvement de contraction : les ibmifiefs. Celles-ci sont constituées
d’associations de protéines avec une conformatioraleernent des stries dites claires et
foncées qui définissent le sarcomére. Celui-ci @& considéré comme l'unité de base des
myofibrilles, et par extension comme celle du mestbut entier. L’alignement des
sarcomeres et le maintient de la structure dedldibrest assuré par un réseau de soutien
cytosquelettique. C’est de cet alignement réguliles sarcomeres que provient l'aspect

« strié » du muscle.
[.2.1.2. Composition du muscle strié

1.2.1.2.1. Composition globale et sources de sa var iabilité

De nombreux facteurs déterminent la compositiofildtide poisson. Celle-ci varie donc
grandement a cause d’éléments pouvant étre rege@unpiois grands groupes.

- Les facteurs d’origine biologique qui regrouparit fois la variabilité inter-espéce (on
peut citer évidemment la différence de teneur piddi des filets de poissons maigres et de
poissons gras) et des facteurs individuels comiage]’ le sexe, le cycle sexuel ou I'état
physiologique (Geri, G. et al., 1995 ; Martin, Jef.al., 1995 ; Fauconneau, B. et al., 1995 ;
Fauconneau, B. & Laroche, M., 1996 ; Sérot, Tl.ek@0la ; Sérot, T. et al., 2002).

- Les facteurs environnementaux représentent teufjui dépend du milieu de vie de
I'animal comme la nourriture disponible (et termeequialité et d’abondance), le milieu de vie
ou encore la saison de capture (Fauconneau, B, &083 ; Orban, E. et al., 2000 ; Moreira,
A.B., et al., 2001).

- Enfin, les facteurs technologiques comprennena dois les techniques de péche,

d’abattage et de transformation, qui pourront avoi influence non négligeable.

L’ensemble de ces facteurs va moduler la composdiofilet de poisson non seulement
en terme de rapport entre les différentes fract{pas exemple, les sardines atlantique qui ne
comportent que 2% de lipides au printemps, con6&8&n automne) mais aussi en terme de

composition de chacune d’elles (ainsi, on obsehaz ¢e hareng de plus fortes proportions en

11



Etude Bibliographique

acides héxa et pentaénoiques dans les graissesdedus jeunes). On peut noter aussi que
I'environnement joue un réle déterminant pour l#&dbnces apparaissant entre les poissons
sauvages et poissons d’élevage comme c’est leheasles saumons : ceux issus de I'élevage
sont en moyenne plus gras que leurs équivalentgagas. De plus, chez les poissons
d’élevage le choix de l'alimentation va grandemiafiiencer la teneur et la composition de
la fraction lipidique de la chair (Sheehan, E.Makt 1996 ; Bencze Rgra, A.M. et al., 2005 ;
Nordgarden, U. et al., 2002).

Il est donc délicat de parler de maniére générale th » composition biochimique du
filet de poisson. Le Tableau 1 présente les teneardlifférentes fractions généralement

observées chez des espéces particulieres, ainkgagtrémes pouvant exister.

Tableau 1 : Composition biochimique de la chair dejuelques espéces de poissons, moyenne générale est
variations observables, exprimée en g pour 100 g dbair

Espéce Eau Protéine Lipide Cendre
Poissons marins

Saumon (a) 64 21 13,5 15
Sardine (a) 71 19 8,5 15
Thon (a) 71 24 3,5 15
Merlu (a) 79 19 0,9 1,1
Cabillaud (a) 81 18 traces 1,0
Poisson d'eau douce

Truite (a) 66 21 11,5 1,5
Carpe (a) 74 16 9,0 1,0
Poisson chat (b) 79 15 4,5 15
Perche (a) 78 19 2,0 1,0
Brochet (a) 80 18 0,5 15
Moyenne (c) 74,8 19,0 50 1,2
Variations normales (c) 66 - 81 16 - 21 0,2-25 12-15
Variations extrémes (c) 28 - 96 6-28 0,1-67 04-15

(d’aprés (a)-Sainclivier, M., 1985a ; (b)-Mustafa, F.A. & Medeiros, D.M.,1987 ; (c)-Stansby, M.E.,1962, cités par Hallier, A.,
2004)

1.2.1.2.2. Les protéines

1.2.1.2.2.1. Myofibrilles

Les stries du muscle sont des alternances de bafaiess et sombres résultant de la
superposition des différents types de filamentsémaes responsables de la contraction
musculaire (Figure 1).

Les filaments épais (de diamétre 14 & 18 nm) sonstitués de molécules de myosine
organisées en faisceaux grace a leurs queues céampae chaines lourdes. Les tétes
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globulaires sont disposées en spirale a I'extériufilament et font face aux filaments fins
avec lesquels ils sont en contact.

Les filaments fins (de diamétre 5 a 8 nm) sont ssemblage de plusieurs protéines
différentes. Des molécules d’actine globulaire ifectG) sont associées en filaments
hélicoidaux ou sont fixées deux autres protéinastropomyosine et la troponine qui jouent
un réle de régulation des interactions actine/mmsLes filaments fins assurent aussi la
solidarité entre sarcomeres par attachement aaunigte la strie Z.

Au niveau du contact des filaments fins et épais,ithteractions entre les actines G et les
tétes de myosines rendent possible le coulisseawifitdes uns par rapport aux autres. Ce
mouvement induit un raccourcissement du sarcom€est la base de la contraction

musculaire.

En plus de ces protéines motrices, les myofibrilEmtiennent des protéines du
cytosquelette comme la titine et la nébuline qui wm réle de soutient et de cohésion des
sarcomeres. D’autres protéines du cytosquelette retmouvées aux différentes connections

des myofibrilles (hotamment la desmine, au niveailadstrie Z).

1.2.1.2.2.2. Protéines sarcoplasmiques

Les protéines dites sarcoplasmiques représentenfraetion protéigue myogene
intracellulaires soluble. Il s’agit de I'ensemblesdprotéines présentes dans le sarcoplasme
des cellules du muscle, a lI'exception des protéimg®fibrillaires vues précédemment
(incluant protéines de contraction, de régulatiodessoutien).

Bien que présentant une grande diversité, ces ipest@nt de nombreuses propriétés
communes. Elles sont principalement globulaires, bds poids moléculaire, de faible
viscosité et solubles dans les solutions faiblenmnigues. Elles peuvent représenter jusqu’a
22% des protéines totales et se répartissent drequasses :

- protéines nucléaires (nucléoprotéines et lipapnes) ;

- protéines mitochondriales (enzymes du cycle dakea tricarboxyliques) ;

- protéines microsomales (réticulum sarcoplasmagugsosomes) ;

- protéines hyaloplasmiques (enzymes de glycolygé/eogénése, myoglobine, etc.).

La plus grande part de ces protéines (jusqu'a 3@% pmrotéines sarcoplasmiques)
constitue 'ensemble des enzymes impliguées damgtabolisme cellulaire et notamment les

réactions de glycogénolyse et du cycle des acitsslioxyliques (cycle de Krebs).
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La fraction des protéines sarcoplasmiques la pésrohinante pour la qualité du produit
fini de filet de poisson est probablement I'enseand#s enzymes protéolytiques qui jouent un
réle dans l'altération du filet apres abattage. dstingue deux systémes principaux de
protéases : le systéme calpaines-calpastatinesgsteéme cathepsinse-cystatine.

Les calpaines constitue une famille de protéasgstéine (un résidu cystéine est présent
sur leur site actif) calcium-dépendantes présedimss le cytoplasme. Leurs isoformes
contiennent deux sous-unités pour un poids molé&eultal de 90 a 110 kDa. On en
dénombre environ 14 différentes qui se répartissatre les différents types cellulaires, la
m-calpaine et la p-calpaine étant les seules ubigs. Ces deux calpaines tirent leur nom de
la quantité de calcium dans le milieu nécessaiteua activation, respectivement environ
1 mM et 3 uM (Goll, D.E. et al., 1992). En plusldeégulation due au calcium environnant,
I'activité des calpaines est limitée par un inkgbit spécifique réversible intracellulaire : une
protéine, la calpastatine

Les cathepsines font parties des enzymes lysosentales ne sont pas libres dans le
cytosol cellulaire mais localisées dans des petiiggmnites sphériques constituées d’'une
couche membranaire et présents dans la plupartedieges animales : les lysosomes (Goll,
D.E. et al., 1983). Il s’agit d’endopeptidases de&lp moléculaire compris entre 20 et 50 kDa
dont il existe plusieurs types. Quatre d’entreseBent particulierement impliquées dans la
dégradation du musclpost-mortem les cathepsines B, L et H qui sont des protéases
cystéines, auxquelles s’'ajoute la cathepsine D,pnotase a acide aspartique. Leur activité
est régulée partiellement par I'action des cysegtiqui empéchent notamment la protéolyse
de la myosine et donc le ramollissement de la ihien, G.H. et al., 2001).

Ces deux systemes enzymatiques ont un role détmindans I'évolution et l'altération
du filet apres abattage. En effet, leurs différeqmtéases vont s’attaquer, spécifiguement ou
non, aux constituants des myofibrilles, notammantnlosine et I'actine (Mastumoto, T. et

al., 1983), mais aussi la desmine au niveau dei¢éa la nébuline, la connectine, etc.

Parmi les autres protéines sarcoplasmiques, ongideuia myoglobine qui est également
présente dans le muscle de poisson. Elle joueipél@nent un réle de fixation de 'oxygéne
a partir de 'oxyhémoglobine des hématies du systéamguin. Elle permet de constituer une

« réserve » d'oxygene nécessaire au métabolisme.
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Enfin, cette fraction comporte également un ensendldlbumines et de globulines aux
réles divers (transports métaboliques, maintientlalgression oncotique, etc.) qui sont

différenciables selon leurs solubilités dans I'eale sulfate d’ammonium.

L’isolation de I'ensemble des protéines sarcoplgsies est facilement réalisée par
pressage du muscle et extraction en solutionssig@éht ionique (Sainclivier, M., 1985a).

1.2.1.2.2.3. Protéines extracellulaires

Les protéines extracellulaires (ou protéines dons#t) sont des protéines ayant un réle de
soutien. Il s’agit principalement de molécules dilses de grande taille, insolubles dans les
solutions salines. Elles participent a la formatun tissu conjonctif et de la substance
fondamentale. Contrairement aux mammiféres, lesspos ont des muscles relativement
pauvres en protéines extracellulaires (environ 3Ur fes poissons osseux, contre 17% chez
les mammiféres), le tissu conjonctif représentaimcgpalement des membranes qui entourent
les muscles. Les espéces pélagiques se déplagamtoop ont des teneurs en tissu conjonctif

encore plus réduites.

Le principal constituant du tissu conjonctif esttdlagéne, qui peut en représenter 80%.
Son réle est donc déterminant pour le maintientideégrité des chairs et de leur texture.
C’est aussi la protéine la plus abondante dansoisspn puisqu’elle participe aussi a la
formation des tendons, cartilages, ligaments etrdes membranes comme les myoseptes qui
délimitent les myotomes. Il s’agit d’'une protéinbréuse qui est formée a partir de trois
chaines polypeptidiqgues assemblées par des liafsdles et faibles agencées sous forme de
fibres & triple hélice. Avec I'age, le nombre d@dons inter et intra-fibres augmente, donnant
lieu & une structure quaternaire réticulée respmastune perte de tendreté dans les viandes.

Les autres protéines du tissu conjonctif sont jpadement I'élastine et des protéines
mineures comme la connectine. Leur role princigalgapporter les propriétés d’élasticité
nécessaires au tissu conjonctif dont le collagshe&pourvu.

Enfin, hors de la partie structurée du tissu cortjpse trouve la substance fondamentale,
un dérivé du plasma contenant principalement desoprotéines globulaires (protéines
associées a des mucopolysaccharides comme l'agd®rbnique) et des dérivés de

collagene et d’élastine de petite taille (protcagéine et tropoélastine).
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L’ensemble de ces protéines est déterminant poquddité du filet de poisson. En effet,
des faiblesses du tissu conjonctif peuvent entrailes phénomeénes de clivage du filet,

principalement entre les myomeres.

.2.1.2.3. L'eau

Quantitativement parlant, I'eau est le plus impatrteonstituant de la chair de poisson et
représente environ 75 a 80% du filet frais. EIMétaune grande importance du fait qu’elle est
en grande partie responsable de la texture dedia €hde sa grande altérabilité. On distingue
trois grand « types d’eau » en fonction de leugalisation et de leurs interactions avec les
autres composants du muscle.

- L'eau dite libre représente la plus grande pattel’eau du filet de poisson. Elle est
localisée principalement entre les fibres musceda@t les couches de tissu conjonctif. Bien
gue sa mobilité puisse étre réduite par son enveorent, elle est capable de migrer a
I'intérieur du muscle (par exemple lors du séchdgélets).

- L’eau de constitution représente la part de I'gauparticipe a une structure moléculaire
et dont la mobilité est limitée par leur interantigprincipalement avec les protéines
myofibrillaires). Cependant, des modifications digtation ou de force ionique (comme
celles induites par le salage) peuvent la libéoarr mu’elle soit mise en mouvement. Elle est
parfois appelée « eau vitale » car son éliminatiainaine la mort cellulaire.

- Enfin, I'eau d’absorption qui est intimement lidal’autres constituants (principalement
protéigues) par des liaisons hydrophiles et pdaiocai alors présente en films trés minces

dans les structures moléculaires feuilletés.

La répartition de I'eau (tous types confondus) disate frais est la suivante :

- 70% dans les myofibrilles ;

- 20% dans le sarcoplasme ;

- 10% dans le tissu conjonctif.

Les protéines sarcoplasmiques ne jouant qu’untréemarginal dans la rétention d’eau
(environ 3% de l'eau retenue), ce sont bien lesfiogtbes qui jouent le réle majeur des

interactions vis-a-vis de I'eau.

1.2.1.2.4. Les lipides

Les lipides des poissons représentent un pointdale$ la qualité de I'aliment final pour

deux raisons principales. D’'une part, les acidess gionstituent une importante famille de
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précurseurs aromatiques qui contribuent directerad’'élaboration de la richesse aromatique
des produits de poisson. D’autre part, les acidas grésents dans la chair de poissons sont
tres importants du point de vue de la nutrition huma car ils apportent dans le régime
alimentaire des acides gras essentield (principalement l'acide docosahéxaénoique
(C22:603) et I'acide eicosapentaénoique (C26B}H. Ceux-ci sont tres importants pour leurs
implications dans le prévention de nombreuses nedacardiovasculaires, cancéreuses et
inflammatoires (Rose, D.P. & Connolly, J.M., 199amal-Eldin, A. & Yanishlieva, N.V.,
2002).

Il existe chez les poissons de nombreux sites qetdét de stockage des lipides,
principalement le foie, le tissu adipeux périvigtéle tissu adipeux sous-cutané, la peau et le
muscle (Sheridan, M.A., 1988). L’abondance des tep@ns ces différents sites dépend
principalement de I'espéce considérée. Ainsi, katoe (ou faible taux) de graisse dans les
muscles de poissons maigres s’explique en partieparés fort stockage au niveau du foie
(jusqu’a 70g de lipides pour 100g de tissu).

C’est donc surtout chez les poissons gras que f&rouve des lipides au niveau
musculaire, principalement sous forme de globulgsaeellulaires, qui sont plus abondants
sous la peau et au niveau des myoseptes ou ilepeformer des films fins. Il est a noter que
chez un méme poisson, la teneur en lipides du timssculaire dépend du type de muscle
considéré. Par exemple chez le maquereau le mimole peut atteindre 19,6% de lipides
alors que le muscle blanc ne dépasse pas les 48 ,(BdR. & Vlieg, P., 1989).

Il est aussi important de préciser que les lipicesouveés dans le muscle de poissons
maigres sont trés riches en phospholipides (jus@ba) liés a des protéines. En effet, de par
I'absence d’inclusions lipides, la part des memesacellulaires (bicouche phospholipidique)
est prépondérante sur la totalité des lipides niases. A l'inverse, la fraction lipidique du
muscle de poisson gras est constituée principaledetipides neutres, essentiellement des
triglycérides. On retrouve également des mono gtycérides issus de I'hydrolyse des
triglycérides, mais en tres faible proportion. lteglycérides de poisson sont de type mixtes,
avec des répartitions variées des acides grasadotiru a la présence de triglycérides trés
hétérogenes.
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En dépit de la grande variabilité pouvant existamgdla composition de la matiere grasse
de la chair de poisson (voir 1.2.1.2.1, p.11), @ieds caractéristiques sont communes a
I'ensemble des especes (Sainclivier, M., 1985a):

- Les acides gras saturés (AGS) représentent &Btet 40% des lipides totaux, le plus
abondant étant I'acide palmitique (C16:0) qui peanstituer 10 a 30% de la totalité des
acides gras. Les acides myristique (C14:0) etisida(C18:0) sont également présents, mais
en guantité moindre (respectivement 4-6% et 1-5%).

- Les acides gras mono-insaturés (AGMI) représe¢niea portion allant de 20 a 60% des
lipides totaux. A part I'acide oléique (C18i9) qui est le plus abondant chez presque toutes
les espéces, les acides palmitoléique (Gia)lgadoléique (C20wi9) et érucique (C22¢19)
sont les plus répandus.

- Les acides gras polyinsaturés (AGPI) constitiénhtt 60% des lipides totaux. L’acide
docosahéxaénoique (C2@3 étant prédominant chez la plupart des espéais des acides
eicosapentaénoique (C203 et arachidonique (C2Qv8).

Tableau 2 : Pourcentages moyens des principaux aeisl gras présents dans la chair de poissons

Silure Carpe Saumon Capelan

Acides gras glane commune Atlantique Atlantique

@ (b) (b) (b)
C14.0 4,3 2,3 15 4,8
C16:0 18,9 19,6 14,2 22,1
C17:0 0,6 1,6 - -
C18:0 3,6 4,5 53 1,8
Total AGS 27,4 36,3 24,4 28,7
C16:1w7 9,0 9,4 55 8,5
C18:1w9 27,8 23,4 12,6 26,0
C20:1w9 4,2 0,8 0,8 2,3
Cc22:1 2,9 - 0,1 2,0
Total AGMI 43,9 35,6 26,5 38,8
C18:2w6 6,5 3,9 31 1.4
C20:4w6 0,8 3,5 8,0 -
C22:4w6 0,2 2,0 1,3 -
C22:5w6 0,9 - 2,0 -
Total AGPl w6 8,4 9,4 15,8 1,4
C18:3w3 15 6,0 2,2 -
C18:4w3 1,0 0,2 - 1,4
C20:5w3 4,3 6,0 4,6 13,8
C22:5w3 0,9 1,2 3,3 -
C22:6w3 8,5 51 15,4 11,3
Total AGPl w3 16,2 18,5 27,2 26,5
Rapport w3/ w6 1,9 2,0 1,7 18,9
Total AGPI 24,6 27,9 45,3 26,5
(d’apres (a)-Martin, J.F., 1995 ; (b)-Henderson, R.J. & Tocher, D.R., 1987, cités par

Hallier, A., 2004)
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[.2.1.2.5. Les glucides

Les glucides sont tres peu nhombreux et abondamis ldachair de poisson. Celui qui est
principalement rencontré est le glycogéne (un pehlgnde glucose) qui joue le réle de réserve
energétique pour les cellules, mais celui-ci egidement éliminé du muscle apres la capture

de I'animal.

[.2.1.2.6. Les minéraux

Les poissons d’eau douce sont moins riches en eiréjue les poissons d’eau de mer
qui ont un environnement riche en ions. Les priagip éléments présents dans la chair de
poisson sont le souffre, le fer, le cuivre et lgodCeux-ci sont principalement combinés aux

composants organiques (Causeret, J., 1962).

|.3. Fumage de filets de poisson
Le fumage au sens strict ne concerne que I'exposdu produit a la fumée. Cependant,
les produits fumeés existant sur notre marché soggqoie exclusivement des produits ayant
subi préalablement un salage et un séchage. Le tersaurissage » englobe les étapes de
salage, séchage et fumage, il serait donc plusté@gepr désigner le procédé de fabrication
présenté. Nous conserverons cependant la dénoamngénérique de « fumage » puisque

c’est celle qui est d'usage.

Bien qu'’il soit possible de fumer les poissonsamstile produit & fumer industriellement
se présente la plupart du temps sous la formelets frais dont les dimensions et le poids
varient beaucoup d’'une espece a l'autre. Dans $edecasaumon par exemple, les filets
peuvent mesurer de 30 a 60 cm de long pour un mEdS00 a 1700 g, principalement en

fonction de la maturité de I'animal.

1.3.1. Salage

L’objectif technologique principal du salage estréaluction de l'activité de I'eau (Aw)
dans le produit. Celle-ci a une action bactériagtat (inhibition de croissance bactérienne)
sur les flores d’altération qui permet une plusglom conservation du produit fini (Goulas,
A.E. & Kontaminas, M.G., 2005). Par ailleurs, lel se des effets sur les qualités
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organoleptiques du produit en apportant une sasalée, en raffermissant les chairs et en
empéchant leur décoloration

On distingue plusieurs types de salage, qui diffepar la facon dont le chlorure de
sodium sera mis en contact avec le filet de poisSependant, nous verrons que dans tous les
cas (salage a sec, en saumure ou par injectiopgriatration du sel dans le filet se fait par
osmose au niveau du contact d'une saumure (solutmrcentrée en sel) et du filet
(Sigurgisladottir, S. et al., 2000 ; Gallart-Jorrietet al., 2007).

Pour des produits industriels, la valeur cible @getir en sel a l'issue du salage se situe
entre 3 et 3,5% (Knockaert, C., 1990).

1.3.1.1. Salage a sec

Dans le cas du salage a sec, les filets sont dispa®é peau sur un film de sel sec. Le
dessus du filet est ensuite recouvert de grogpadhis apres avoir été scarifié pour accélérer
le processus.

Dans un premier temps (phase de latence) une plarfieau du produit migre vers le sel
qui s’y dissout pour former une saumure de suratarée. La pénétration du sel dissout se
fait de facon rapide, car la saumure ne s’appapast En effet, au fur et a mesure que la
fraction dissoute diffuse dans le filet, les custale sel encore en surface se dissolvent pour
maintenir la saturation du milieu aqueux. La sawerde surface est donc en permanence tres
riche en sel.

Le relargage d’eau cause une perte de poids dyjfitgiu’a ce qu’un équilibre soit atteint.

Il en résulte avant tout un raffermissement degrghaais il est possible de constater d’autres
effets. Notamment, dans le cas d'une prise en gl tapide, couplée a une forte
déshydratation, il est possible de faire coaguéer mrotéines, donnant lieu a des « brdlures ».
Ce phénomene va retarder la migration du sel wecedur du produit et entrainer un aspect
« huilé » indésirable.

C’est pour cela que l'utilisation de gros sel estommandée, car il se répartit moins
uniformément, limitant la déshydratation et cegralions de qualité du produit. De plus, il
permet un meilleur écoulement de la saumure, gasamt moins de stagnation et une

meilleure uniformité du procédé (Knockaert, C.,aR9
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1.3.1.2. Saumurage traditionnel

Pour le saumurage, les filets de poisson sont im@sedans une solution plus ou moins
concentrée de sel dont la température ne doit @aasder 10 °C et étre fréquemment changée
pour éviter la contamination éventuels des prodiiia batch a I'autre. En général, on utilise
des saumures a 18-20% plutdt qu'une solution satcaé celle-ci nuirait a I'aspect final du

produit en permettant la formation de sels poudreux

Contrairement au salage a sec, c’est une techrigusalage relativement lente qui
s’accompagne d'une prise de poids, puisqu’il y aébétion de la solution saline vers
I'intérieur du filet (Knockaert, C., 1990).

1.3.1.3. Saumurage par injection

Le salage par injection utilise le méme type densae que celles qui ont été décrites
précédemment. Elles sont injectées directement l@acseur du filet a I'aide d’aiguilles afin
d’accélérer au maximum les phénomenes de diffuiosel dans tout le produit.

Cette méthode a l'avantage de pouvoir augmentendgraent le rendement de
production, puisque la prise de poids des filetsnegortante (jusqu’a 9%). Cependant, il peut
en résulter un feuilletage, c'est-a-dire dissamiaties fibres du muscle, produisant un net
impact négatif sur la texture et 'aspect du pradDie plus, une trop forte prise en eau du
produit peut résulter en un mauvais séchage de-cdekt a de mauvaises qualités de

conservations a l'issue du process (Knockaert] @0).

1.3.2. Rincage

A lissue du salage des filets, ceux-ci doivent &tncés pour empécher la formation de
cristaux de sel en surface des filets lors du sgEh@ependant, le rincage ne doit pas étre
excessif car il peut entrainer un dessalage ragegefilets. Il est le plus souvent réalisé par
douchage des produits (salage a sec) ou trempagasage).

Enfin, il est possible de compléter cette étapeleninant I'eau de rincage résiduelle a

I'aide d’air comprimé pour améliorer I'étape delszge si elle a lieu.

1.3.3. Séchage

L’étape de séchage est réalisée uniquement dacaslele fumage a froid (« séchage-
fumage »). Le but de cette étape est de diminuemnleur en eau des filets jusqu’a une valeur

propre au fumage et a la conservation ultérieungrdduit.
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Originellement, la technique de séchage employé& éhposée par les conditions
climatiques locales (suspendu dans le vent frosketdes pays nordiques, ou & méme le sol
exposé au soleil des pays tropicaux) (Saincliiér, 1985b). De nos jours, le séchage est
réalisé par entrainement a l'air dans des enceidteg les conditions d’aération, de
température et d’hygrométrie sont parfaitement rédées. En effet, le processus doit étre
parfaitement maitrisé afin d'étre assez rapide pewmnpécher la prolifération des
microorganismes, mais assez doux pour ne pas adeagroduit.

Le principal défaut qui peut apparaitre est lienaséchage trop violent : le crodtage,
lorsque la surface du filet se déshydrate tropdexpent. En plus de donner une texture
indésirable au produit, cette pellicule solide pautter la perte d’eau du coeur du produit et
la diffusion ultérieure des composeés vers l'intéridu produit. Pour éviter cela, on utilise des
températures comprises entre 17 et 25 °C, pouthunedité inférieure de 10% a celle de la
chair de poisson (Siskos, I. et al., 2005).

Une fois les filets de poissons partiellement sgclié sont préts a étre exposés a la

fumée.

[.3.4. Génération de la fumée

Dans le cas d'un fumage traditionnel, I'expositidas filets a la fumée est réalisée
simplement en les suspendant au dessus du foyssndeustion dans lequel de la sciure de
bois produit de la fumée par lente pyrolyse. Oepde fumoirs a fumée directe ou d’armoire
monobloc (Tinkougdou Kabre, A. et al., 2003) (Fey@). Ces dispositifs traditionnels n’étant
pas maitrisés (pas de climatisation, de contréseadaditions de pyrolyse, etc.), ils donnent

des produits aux caractéristiques variables.

Cheminée d’'évacuatic
des fumées _
I

des produits a fumer

I
1
1
1
1
1
1
1
!
1 e .
i Treillis de suspensic [
1
1
1
1
1
I
1
1
1
1

Figure 2 : Schéma de principe d’'un générateur a exgsition directe (armoire monobloc)
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Le développement du fumage industriel a imposé éoouplage de l'opération de
production de fumée de celle de fumage propreméntCeci a permis d’améliorer les
installations industrielles (un générateur peunahter plusieurs fumoirs) et d’apporter une
réelle maitrise des conditions de production desfs. Le fait de générer la fumée en amont
de la cellule de fumage permet notamment de polaqiurifier a I'aide d’'un systéme filtrant

ou épurant et de la mettre a la température saeh@finockaert, C., 1990).

1.3.4.1. Générateur a autocombustion

La fumée est obtenue par pyrolyse de copeaux deismis d’'une trémie d’alimentation
(Figure 3). Ceux-ci arrivent au niveau d’'une coum@préchauffée électriquement jusqu’a une
température permettant d’initier la pyrolyse. Umesfla période d’ignition terminée, la
pyrolyse est autoentretenue et le chauffage éperiest arrété. Il peut cependant étre
nécessaire d'utiliser de courtes séquences defelgasfpour relancer la production de fumée
si celle-ci est interrompue. Les températures typsgdéveloppées par ce type d’'appareillages
sont de 400 a 450 °C.

Moteur

Trémie

Sciure

Arbre de transmission

Couronne chauffante

Cendrler ....................................... L.

Epurateur '

Figure 3 : Schéma de principe d’'un générateur a ancombustion
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1.3.4.2. Générateur a plaques thermostatées

Dans ce type de générateur (Figure 4), des copaaunois tombent périodiguement sur
une plaque circulaire maintenue a une forte tentipgrgdgénéralement proche de 500 °C). Le
bois est pyrolysé, donnant naissance a de la fuguéeest aspirée par tirage externe.
Périodiquement, la plaque est débarrassée desisésdpyrolyse par un dispositif de raclage,

afin de permettre I'apport de copeaux neufs etdapction de fumée en continu.

Moteur

Trémle ......................................

SClure ...................................... ‘..

Arbre de transmission )
.................................. Epurateur

Grille de répartition

Racleur .................................

Plague chauffante

Cendrler ...............................

(d’aprés Knockaert, C.,1990) :

Figure 4 : Schéma de principe d’un générateur a plaue thermostatée

[.3.4.3. Générateur a friction

Les générateurs a friction (Figure 5) produisenfademée directement a partir de bdches
de bois calibrées. Un moteur entraine un rotortéra le fait tourner a grande vitesse.
Simultanément, I'extrémité de la blche est presside rotor. L'intense friction produite
permet d’'amener le bois a température de pyrofgsaid, J.P., 1988).

En dépit des nuisances sonores et de la nécesanéirddes blches parfaitement
calibrées, ce type de générateur possede l'avartagpermettre d’ajuster facilement la
température de pyrolyse en modifiant les conditabappui (durée et pression).
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Entrée d’'ai ' I — £ N Sortie des fumé:

------------ Porte étanche

Crampons pneumatiques """""""""""" L
Rotor Crant .........................

Cendrier .......................... o —

Figure 5 : Générateur de fumée a friction

Une utilisation industrielle de ce type de génénatgeut s’avérer plus colteuse que celle
des autres. D'un point de vue énergétique, la consation est supérieure a celle d'un
générateur a autocombustion mais comparable adatkegénérateur a plaque thermostatée.
Par contre, le colt en matiére premiere s’avers @levé, en prenant en compte a la fois la
consommation du générateur et le prix des bOchéséas par rapport aux copeaux (Varlet,
V. et al., 2007a). Cependant, ce type de générarésente des avantages fonctionnels tels

gu’'une facilité de réglage, de mise en ceuvre eha@atenance.
1.3.4.4. Vaporisation de « fumées liquides »

[.3.4.4.1. Les arbmes de fumée

Les « arbmes de fumée » sont obtenus par condemsigi fumées de bois qui peuvent
étre fractionnées, purifiées, concentrée et imnsa#ab sur différents support liquides (huiles
végetales) ou solides (maltodextrines ou farinesdis). La Figure 6 présente un exemple de
procédé de fabrication simplifié. Des résidus dis [fprincipalement des sciures, des herbes
et des épices) sont pyrolysés dans des fours spédi@eux-ci permettent de maintenir
'ambiance a des teneurs en Maitrisée, a une température maximale de 600 Y@o(lU
Européenne, 2003). La fumée peut étre filtrée mwueliminer la phase particulaire avant
d’étre condensée dans des tours réfrigérée. Ladumm@densée est séparée en plusieurs
phases : fraction soluble dans l'eau (appelés desats primaires de fumée »), huiles

lourdes et goudrons. Les huiles lourdes étantopmess a des utilisations pour I'alimentation
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humaine, elles sont recyclées vers le four a pgmlies goudrons peuvent étre utilisés apres
extraction et purification pour obtenir la « fractiprimaire de goudron ».

Recyclage des
gaz combustibles

7'y sélective

Distillats
de fumée

Coproduits v
de bois Distillation
fractionnée

Figure 6 : Diagramme de fabrication d’arémes de furde
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(d’aprés Varlet, V. et al., 2010)

Les produits « primaires de fumée » (regroupanttexiensats primaires de fumée et la
fraction primaire de goudron) subissent ensuite eamsemble d'étape de purification,
fractionnement et éventuellement immobilisation différents supports alimentaires pour
aboutir aux ardbmes de fumée. Préciser concretelm@nbcessus de fabrication reste difficile,
du fait des secrets industriels qui prévalent dansecteur et de la grande diversité d’arobmes
produits. Cependant, certaines normes encadrgbtiuction des ardbmes de fumée utilisés
au sein de I'Union Européenne. Notamment, ellepawevent pas étre issues de bois traités
chimiquement et ne peuvent étre obtenues que pamnambre limité de techniques

d’extraction et de séparation (Union Européenn8320
On distingue plusieurs types d’arbmes de fumés fumées liquides, les huiles de fumée,

les fumées en poudre et les co-produits de fumdiec@mprennent les « extraits de fumée »

et « distillats de fumée », obtenus par traitend@etct des produits primaires de fumée).
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Les co-produits de fumée représentent une trese lggmme de composition et de
caractéristiques organoleptiques. Leur procédédechtion permet un tres bon contrdle de
leur constitution et en fait des produits a l'usagés restreint, un co-produit étant
généralement destiné a étre utilisé sur une madhicentaire specifique.

Les huiles de fumée et fumées en poudre sont dassiéle fumée aqueuse. L’huile ou la
poudre misent en jeu servent de support a la fuigérle pour des utilisations spécifiques.
Ainsi, les huiles de fumée sont préférées aux fenaggieuses pour l'incorporation dans des

préparations alimentaires grasses (type « émulsaotisables »).

1.3.4.4.2. Les fumeées liquides dans I'industrie du fumage

Les fumées liquides sont les arbmes de fumée nejernent utilisés en substitution du
fumage traditionnel pour les produits de la merurLetilisation permet de s’affranchir du
fumage tout en apportant les caractéristiques relbes dans le produit. Elles peuvent étre
incorporées au filet de poisson suivant différeme&hodes qui ne sont pas équivalentes en
terme de législation.

- Le trempage et le douchage sont considérés codesiéechniques d’aromatisation du
produit frais. En tant que telles, les produits guiisont issus ne peuvent pas bénéficier de la
mention « fumé » sur leur emballage final et doiveentionner I'aréme de fumée dans liste
des ingrédients en tant qu’agent d’aromatisatiomndD un cas il s’agit dimmerger
directement le filet dans I'arbme de fumée (50 &&Eondes) puis de I'égoutter. Dans l'autre,
I'arbme dilué est pulvérisé uniformément a la stefalu produit a I'aide de sprays plus ou
moins fins.

- Les « régénérations de fumées » par vaporisa@gfumeées liquides sont quant a elles
considérées comme des techniques de fumage « wrdidles consistent en une pulvérisation
de fumée aqueuse dans un fumoir a I'aide d’air gomép par des méthodes de brumisation
ou de nébulisation (Figure 7). On génere ainsiirdélieur d'une enceinte de fumage un
brouillard fin généralement constitué de gouttekede 15 a 20 um de diamétre. Le produit a
traiter est ainsi exposé a un milieu physiquementhe d’'une fumée réelle (voir 11.3, p.44).

Cependant, la frontiere entre I'aromatisation etdgénération de fumée reste floue a
I'heure actuelle. Ceci est di a un manque de caensesur la distinction a faire entre un
« spray fin » (aromatisation) et une « atomisatioffumage par régénération de fumeée).
Certains parametres définissant cette frontiereomé pas encore bien définis, principalement

en terme de taille des gouttelettes mises en ceatdEs composition de la phase gazeuse (qui
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est trés riche pour une vraie fumée, mais presgaristante dans un simple brouillard

vaporise).
Régulateur Brouillard de
@ C:v) fumée liquide
Air COMPFME@ - gy <> - '

Pulvérisateur—

Manométre ...................................... Q ’

Débitmetre .

Réservoir

Enceinte de fumage

Fumée liquide

Figure 7 : Schéma de principe d'une installation deaporisation de fumée liguide

La mise en ceuvre de ces «régénérations de fumpessente I'avantage industriel
d’employer un matériel plus facile d’entretien aitilisation. De plus, elle élimine le risque
d’'incendie lié aux générateurs pyrolytiques eteofine grande maitrise de la composition de
la fumée ainsi que de sa répartition sur le produit

Il est important de noter que les ardbmes utilisalale sein de I'Union Européenne font
partie d’'une liste « positive » : toute fumée lgpin’ayant pas fait 'objet d’'une autorisation
spécifigue est interdite. L'obtention d'une tellait@isation implique notamment la
production de données de toxicologie écartant lsgques pour la santé humaine. La
composition de I'ardme doit aussi étre fournieespecter les teneurs maximales admissibles
en benzo[a]pyréne et benz[a]anthracéne (respeativerhO pug/kg et 20 pg/kg pour les

ardbmes issus des condensats de fumée primaire).

1.3.5. Exposition du filet a la fumée

On distingue deux types de fumages, définis pderdapérature a l'intérieur du fumoir
pendant I'exposition du produit a la fumée : le &ga a chaud et le fumage a froid.
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Le fumage a chaud se déroule en deux étapesildesrfon-séchés sont d’abord exposés
a une température avoisinant les 30-40 °C pour durée pouvant aller de 0,5 a 1,5 h.
Ensuite, la température de lI'ambiance est augmegtéeduellement jusqu'a atteindre
70-80 °C, le but étant de cuire le produit (Kotaglza, I. et al., 2004). Au cours du processus,
il peut y avoir une perte de poids assez importaikent jusqu’a 25% (Knockaert, C., 1990).
Ce type de «cuisson-fumage » est typique de I'Agqunér du Nord et pays européens
nordigues.

Le fumage a froid, ou « séchage-fumage », est apluiest le plus employé dans les
autres pays d’Europe. Les filets préalablement é&2ctont exposés a la fumée, a une
température généralement comprise entre 17 et 28Bitkeland, S. et al., 2004) pour une
durée beaucoup plus longue. Le processus peutfendefrer de 2h a quelques jours, en
fonction du produit et des caractéristiques rediégs. Il peut étre nécessaire de tempérer la
fumée avant son introduction dans le fumoir afi@viter qu’elle ne réchauffe I'atmosphere.
Le fait de la faire passer par un échangeur therenjgermet de réguler la température du

fumoir sans avoir a avoir recours a des admissiGaisfrais.

Les caractéristigues d'aérauligue de la cellule fdmage vont avoir une grande
importance au cours de cette étape, puisque alesdéterminer le brassage de la fumée, et
son temps de mise en contact avec le produit pésdanséjour dans le fumoir. Des cellules
ont été développées pour obtenir des circulati¢ais lubrizontales ou verticales.

De plus, certaines techniques ont été développaastenter d’accélérer et d’améliorer le
dépdt de fumée. On peut notamment citer le condepiumage électrostatique : une forte
tension électrique est appliquée entre le produdes électrodes positionnées au dessus de lui
(Girard, J.P. et al., 1982). Le champ électrique am place permet de ioniser positivement
les particules de fumée a proximité des I'électsodea surface du produit étant reliée a la
masse du systéme, les particules ionisées soripjpéés vers celle-ci, ce qui force leur dépébt.
Ce type d'installation permettant d’accélérer lenéige, des prototypes ont été congus sous
forme de tunnels (Figure 8) ou les produits a fumieculent avec un temps de séjour

relativement court (Knockaert, C. et al., 1990).
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(d’aprés Knockaert, C. et al., 1990

Figure 8 : Schéma de principe d’'un tunnel de fumagélectrostatique

Il. La fumée

II.1. Chimie de la génération de fumee

I1.1.1. Composition de la matiere premiere : le boi s

Le bois étant la seule matiére premiére impliquéesde production de la fumée, il est
nécessaire de s’intéresser a sa composition gaiyourble essentiel sur la nature chimique
des composés retrouves dans la fumée.

Les trois constituants principaux du bois sontddutose, I'hémicellulose et la lignine
(Figure 9). Il contient aussi des composés en fdildes quantités, principalement des

résines, minéraux et cires.

Tableau 3 : Composition moyenne des différents tyjgede bois

Type de bois Dur Tendre
Cellulose 40 - 60 % 40 - 60 %
Hémicellulose 20-30% 20-30%
-Hexosanes 3-6% 11-15%
-Pentosanes 14-19% 3-6%
Lignine 20 - 30 % 20 -30 %

(d’aprés Girard, J.P.,1988)
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Figure 9 : Structure chimique des principaux constuants du bois
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- La structure moléculaire de la cellulose est gleiment la méme pour tous les types de
bois : il s’agit d’'un homopolymere linéaire de Dugbses liés par des liaisons osidiques de
type B(1-4). Son degré de polymérisation varie de quelgquemtaines a plusieurs dizaines de
milliers d’unités, en fonction de I'espece végétdnt elle est issue. Les molécules de
cellulose peuvent s'associer entre elles par dsolis hydrogénes pour former des fibres
linéaires.

- L’hémicellulose est un ensemble d’hétéropolysaddes comprenant des pentosanes
(principalement xylanes) et des hexosanes (manngasctanes, Iévulanes, etc.). Elle est
principalement présente dans le bois sous forn@ailia isolée. Elle peut aussi étre ramifiée,
auquel cas elle s’enroule autour des fibres dailoskk. Avec des monoméres pouvant étre
méthylés, acétylés ou carboxylés et un degré dgmm@wlsation pouvant atteindre 400,
I'hnémicellulose posséde une structure extrémememiptexe et variable d’un bois a I'autre.
Les bois durs et les bois tendres different priaeiment par leurs teneurs en hexosanes et
pentosanes (Tableau 3). Les pentosanes étant h@usdsensibles que les hexosanes, ces
différences pourront se traduire par un comporténdifierent des bois vis-a-vis des
conditions de production de fumée.

- La lignine posséde une structure mal définie.dbit d’'un polymeére tridimensionnel de
trés grande masse moléculaire. Etant formée palaipent par des associations de résidus
syringyl et guaiacyl, elle peut étre considérée m@run polymére réticulé de composeés

phénoliques.

II.1.2. Réactions de pyrolyse

bY

La pyrolyse de biomasse est a distinguer de la oetidm compléte qui conduit
exclusivement a la production d’eau, de gaz carhenit de cendres. Elle met en jeu de tres
grandes quantités d’énergie pour casser les matéomles en des composés de taille
inférieure. L’ensemble des réactions qui intervatnalors aboutit & la formation des
composés de trois fractions distinctes : les gaz GO, CQ, CH,, etc.), le charbon et les
goudrons (Gonzalez, J.F. et al., 2009).

Le charbon est la fraction solide, non volatilegdhiquement absent de la fumée. Il est
principalement constitué de carbone fixe (>75%)résente une structure microporeuse.

Le reste constitue les goudrons, qui peuvent se/éroa |'état liquide ou a I'état gazeux

apres vaporisation partielle. C’est le cas darfsit@ée de bois dont ils sont les constituants
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principaux (voir 1.3, p.44). Leur condensationgbrifique permet de les isoler sous forme

d’'un liguide huileux.

En fonction des parameétres opérationnels empldgésnécanismes réactionnels menant
aux produits de dégradation finaux seront diffése@mn distingue les pyrolyses lentes, rapides
et flash (Tableau 4). La génération de fumée indhliet entre dans le cadre des pyrolyses
dites «lentes » qui favorisent la production dedyons et, dans une moindre mesure, de
charbon. La gazéification ne prédomine qu'a de fodtes températures, elle est surtout

observée pour des pyrolyses tres intenses et desmcapides.

Tableau 4 : Principaux parametres opérationnels dedifférents types de pyrolyse

Pyrolyse lente Pyrolyse rapide Pyrolyse flash
Température () 300-700 600-1000 800-1000
Vitesse de chauffe (T.s ™) 0,1-1 10-200 >1000
Taille de particule pyrolysée (mm) 5-50 <1 <0,2
Temps de pyrolyse (s) 300-550 0,5-10 <0,5

(d'aprés Demirbas, A. & Arin, G., 2002)

Au cours de la pyrolyse, on distingue deux étapessg déroulent successivement
(Balejko, J.A., 1991) :

- une décomposition thermique anaérobie qui seyira contact du foyer (zone de
décomposition). Elle consiste en la dégradation aesstituants du bois sous l'effet de la
chaleur et conduit a la formation d’un trés granthbre de composeés ;

- une diversification des composés générés quicatufi pendant I'éloignement du foyer.
Les molécules issues de la décomposition thermgymssent un ensemble de réactions
secondaires (oxydation par I'oxygéne de l'air ambiacission, cyclisation, etc.) qui vont

entrainer la génération de nouveaux composeés.

11.1.2.1. Décomposition de la cellulose

Bien que la pyrolyse de la cellulose ait été largetrétudiée, certains aspects en sont
encore mal compris. Il est généralement admis ogxiste trois voies principales de
dégradation : la déshydratation intermoléculamejépolymérisation et la fragmentation. Ces
différentes voies sont concomitantes mais chacuestrd elle est favorisée par certaines

conditions de pyrolyse (Figure 10).
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Figure 10 : Mécanismes de pyrolyse de la celluloselon différents parametres de température, vitessge
chauffe et présence d’ions

Dans la gamme des températures développées pgérésateurs de fumeée industriels, la
dégradation de la cellulose passe par une étagégigdratation intramoléculaire qui permet
de former la « cellulose active » constituée d'ahbgellulose (Figure 11). Sous sa forme
cétone, celle-ci sera dépolymérisée par transgijatisn, menant a la formation de sucres
anhydres (principalement le Iévoglucosane).

Le lévoglucosane peut ensuite étre réhydraté (Ei@@) pour former des monomeres de
glucopyranose que seront décomposés a travers seméie de réactions de scission,
réarrangement, décarbonylation (-CO), décarboxoaiCQ) et cyclisation. Le détail de ces
mécanismes étant mal connu, les chemins réact®rpreposés dans la littérature restent

hypothétiques.

Bien qu’a ces températures la voie de fragmentatigatte ne soit pas prédominante, elle
participe quand méme a la dégradation de la cslu(éventuellement par l'intermédiaire de
la cellulose active). Elle conduit a la formationnpipale d’aldéhydes, acides et alcools de

petite taille.
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Figure 12 : Mécanismes hypothétiques principaux di décomposition du Iévoglucosane
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[1.1.2.2. Décomposition de I'hémicellulose

La dégradation pyrolytique de I'hémicellulose si& ¢ maniere analogue a celle de la
cellulose. Cependant, comme elle est plus thernsdden les gammes de températures
favorisant la dépolymérisation et les déshydratatisont plus basses (Van de Velden et al.,
2010). C’est donc la dépolymeérisation qui domims ke la production de fumée industrielle,
conduisant a la formation de composés organiquisilgoen grande partie des furanes) par
I'intermédiaire du Iévoglucosane ainsi que d’ausasres anhydres issus spécifiquement des
pentosanes (Alén, R. et al., 1996).

11.1.2.3. Décomposition de la lignine

En dessous de 500 °C, la décomposition de la kgs@fait préférentiellement par voie de
déshydratation (Figure 13) pour aboutir a la libérade « monomeres de lignines » : une
grande variété de dérivés du phénol (phénols senpéhers phénoliques, etc.). Les
principaux composés dérivant de ces mécanismetad@aels sont le guaiacol et le syringol
(de par 'abondance des résidus guaiacyl et syritays les structures de lignine, Figure 14),
auxquels s’ajoutent néanmoins des produits minmgaels que le méthanol, I'acétone et

divers acides organiques.

[1.1.2.4. Parameétres influencant les décompositions

En plus d’étre influencées par les paramétres tdingent liées a la chauffe du bois
(température atteinte, vitesse de chauffe, tempshdeffe), les réactions de décomposition
thermiques sont modifiees notamment par la préseieceomposés inorganiques dans le
matériau pyrolysé.

Les composés inorganiques présents en faible ¢@iatdns le bois pourraient modifier
significativement les produits de sa pyrolyse. @egnomenes ont été mis en évidence
principalement a l'aide de systemes modeles simplasexemple, la dégradation thermique
d’isolats de cellulose enrichis en phosphore omériede plus fortes productions de furfural,
cyclopentenones et charbon que celle de celluléseiréralisés (Nowakowski, D.J. et al.,
2008). Le méme type deffet est constaté pour licéitulose dont le xylane est
particulierement sensible a la présence d’ions (danvelden et al., 2010). De méme, la
présence de certains ions (de Na, K, Mg, Ca, Zmneede favoriser certaines voies de
dégradation et modifier sensiblement la nature aesposés formés. Ce type de résultats
indiquerait donc une potentielle importance desnélés minoritaires présents dans le bois

lors de sa pyrolyse, alors méme que ceux-ci sanpgs en considération.
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En outre, la pyrolyse des constituants du boisépégincipalement étudiée dans des
systemes modeles, en I'absence d’autre matiereigmeniors de la génération de fumeée
industrielle, la décomposition de I'ensemble des$ymperes du bois de fait de maniére
simultanée, pouvant donner lieu a des interactibl@&ne si ces phénoméenes sont encore mal
connus, des interactions lignine-cellulose ont fra éises en évidence lors de pyrolyses a
haute température (Hosoya, T. et al., 2007) :

- en présence de lignine, la production de lévargane issu de la cellulose est inhibée. I
en résulte une plus grande proportion de charbodeetomposés de trés faible poids
moléculaire.

- en présence de cellulose, la lignine pyrolyséegemoins de charbon. Les produits de

décomposition sont alors plus riches en composkasilgacomme le guaiacol et ses dérives.
[I.2. Composition chimique de la fumée

[1.2.1. Les familles de composés chimiques de lafu  mée

L’ensemble de ces réactions de production primairgfére a la fumée néoformée une
grande variété de composés chimiques. En s’éloigdanfoyer les produits libérés se

diversifiant encore, il en résulte un milieu de gasition encore plus complexe.

La fraction non-volatile de la fumée est principaént constituée d’hydrocarbures
aromatiques polycycligues (HAP) de haut poids mdbioe. Leurs caractéristiques
(structure, voies de formations, facteurs influeets.) étant détaillées en IV (page 71) ceux-

ci ne seront pas abordés dans cette partie.

La fraction volatile de la fumée a été tres largetm&udiée, car elle confere au produit
fumé de nombreuses propriétés organoleptiquesiddogiques (par action directe ou aprés
réaction avec les composants de la matrice alinreptdl faut en premier lieu citer le travail
considérable réalisé par Joseph A. Maga qui conypiéaliste de 410 composés connus dans
la fumée de bois comprenant : 48 acides, 22 alc@8tk composés carbonylés, 22 esters, 46
furannes, 16 lactones, 75 composés phénolique® ebfmposés divers (Maga, J.A., 1987).
Depuis, cette liste a encore été allongée aveodétde fumeées sous différentes formes
(gazeuse, liquide, solide). A I'heure actuellestiglus de cing cents molécules différentes qui

ont été identifiées dans la fumée et dont les jpales familles sont présentées Figure 15.
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Figure 15 : Groupes et structures chimigues des pitipaux composés identifiés dans la fumée de bois

Parmi les composés de la fumée, une trées grandeomian posséde des structures
cycliques. Les composés phénoliques, ou « phénaignt probablement ceux qui ont été les
plus étudiées. En effet, ils sont considérés corétaet responsables de la flaveur « fumé »
(Maga, J.A., 1987) et constituent un indicateuicaffe du procédé de fumage (Sérot, T. et al.,
2004) ainsi que des essences de bois utilifaefit de leur importance prépondérante dans
la fumée et le procédé de fumage, les composésolmnés font I'objet d'une étude

spécifique en Il (page 46)

D’autres composés homocycligues peuvent aussirétreuvés dans la fumée et les
produits fumés, comme des dérivés de la cyclopenteret des terpenes cycliques. Ces
derniers étant en particulier présents dans lesdésgnproduites avec ajout d’aiguilles de

résineux, d’herbes aromatiques ou d’épices (GyiNeD. & Manzanos, M.J., 1999d).

Une part non négligeable des composés de la fum&semntent aussi des structures

hétérocycliques, comme des pyrannes et des fura@eesx-ci seraient principalement issus
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de la thermodégradation de I'hémicellulose du N@nier, M.F. et al., 2005). Le furfural (et
ses dérivés) formé par déshydratation des pen{Sseslers, E.B. et al., 2003) constituent la
deuxieme famille de composés volatils la plus aboteldes fumées. Des hétérocycles azotés
ont aussi pu étre identifiés dans la fumée, entdigsi faibles quantités d’azote habituellement
retrouvées dans le bois. Les principales famillesa@mposés retrouvés sont les pyrroles, les
pyrazines, les pyridines et les carbazoles (Figlsg IlIs restent cependant largement

minoritaires dans les fumées de bois.

Figure 16 : Principaux hétérocycles azotés présentsns la fumée de bois

Enfin, les composés aliphatiques représentent um fargement minoritaire des
composants de la fumée (Barrefors, G. & Peters&n,1995a et b ; Guillén, M.D. &
Ibargoitia, M.L., 1998). Ce sont principalement desnposés de faible masse moléculaire,
co-produits de la dégradation des constituants ais. bOn retrouve principalement des
hydrocarbures ou des alcools.

I1.2.2. Facteurs influencant la composition de laf  umée

L’influence des conditions de production de fumeéela composition de celle-ci a été tres
largement étudiée. Du fait de la grande compled@é phénomenes mis en ceuvre, de trés
nombreux parametres influents peuvent étre idéstifbien que leur réle individuel n’ait pas

toujours pu étre clairement défini.

[1.2.2.1. Essence de bois

L’essence de bois utilisée pour produire les fumdél@sentaires modifie de maniére
significative les composés présents dans la furageterme de nature et de proportions
respectives. De par la possibilité de produireadfiinée a partir de toutes les formes de bois
(bGche, copeaux, sciure) et de pouvoir incorpoes @pices et des herbes aromatiques avant
la pyrolyse, de nombreuses matieres premieres@atéate étudiees : hétre (Guillén, M.D. &
Ibargoitia, M.L., 1996a ; Guillén, M.D. & Ibargagtj M.L., 1999a), chéne (Guillén, M.D. &
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Manzanos, M.J., 2002 ; Guillén, M.D.& Manzanos, M2D05), bouleau (Barrefors, G. &

Petersson, G., 1995a et b ; Barrefors, G. et 886), noyer (Lustre, A.O. & Issenberg, P.,
1969), sapin (Barrefors, G. & Petersson, G., 199&dllstrand, J. et al., 1998), paille d’orge

(Barrefors, G. & Petersson, G., 1995a), pin (BanefG. & Petersson, G., 1995b ; Simoneit,
B.R.T. et al., 2000), thym (Guillén, M.D. & Manzad\.J., 1999b), cerisier (Fujimaki, M.

et al., 1974), mélanges de bois durs (Barrefors& ®etersson, G., 1995b ; Lustre, A.O. &
Issenberg, P., 1969), etc.

Les bois durs (hétre, chéne, fréne, noyer, etaft dhémicellulose contient plus de
pentosanes, ont tendance a donner plus d’acidesgdiques et de dérivés du furanne. La
plus forte proportion d’hexosanes des bois ten(peaplier, bouleau, coniferes, etc.) mene a
une prédominance d'acide acétigue et une généragilos prononcée d’hydrocarbures
aromatiques polycycliques (Simon, R., et al., 20@5uillén, M.D. & lbargoitia, M.L.,
1999a).

Par ailleurs, les variations de structures entseligmines de bois d’essences différentes
entrainent des modifications dans les composésujisoau cours de la pyrolyse (Tableau 5).
Les bois durs produisent un mélange de guaiacjrigtgol (et leurs dérivés respectifs) alors
gue les bois tendres produisent essentiellemend@®gés du guaiacol. De nombreux auteurs
ont utilisé des ratios de composés phénoliquendjpalement « guaiacol / syringol » et
« guaiacol / phénol ») comme marqueur du type ds bmployé lors du fumage. Par
exemple, les bois durs menent a un ratio G/S ddrkode 1,5 et un ratio G/P proche de 2
(Guillén, M.D. & Manzanos, M.J., 2005).

Tableau 5 : Pourcentage des principaux composés pimique de fumées issues de divers bois

Composés phénoliques (Qc.:g((e:rtfa) (Q.C:sr];rri]aeta) Cerisier Bambou Pin Cédre
Guaiacol 45 40 30 36 26 24
4-méthylguaiacol 12 12 9 7 10 11
4-éthylguaiacol 2 2 1 2 1 2
o-crésol 24 23 39 40 40 45
p-crésol 10 10 13 9 15 16
3,5-diméthylphenol 4 4 4 3 1 2
3,4-diméthylphenol <0,5 <0,5 <0,5 <0,5 <0,5 <0,5
Syringol 4 4 4 3 4 0

- Pourcentages d’aires de pics obtenues par GC-FID de la fraction phénolique
(d’apres Fujimaki, M. et al., 1974)
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La nature des bois employés étant a ce point détane pour la qualité de la fumée et
du produit fini, qu'elle a mené a l'utilisation daélanges de bois pour la production de
fumées de meilleure qualité. Alors que ceci estis€&aacilement pour des générateurs
mettant en ceuvre des copeaux ou de la sciureifpplesmélange), un procédé innovant a di
étre mis au point par 'FREMER pour pouvoir I'ajgpler a des générateurs a friction qui
utilisent des bldches (Guille Des Buttes, J. et1&99). Il permet la fabrication de blocs de
matériaux composites a partir des essences delmisies pour obtenir une matiere premiere

parfaitement maitrisée produisant une fumée aukt@si@echerchées.

[1.2.2.2. Température de pyrolyse

L’autre parametre technologique déterminant pourgémération de fumée est la
température de pyrolyse atteinte par le bois, gfliiénce grandement la teneur de la fumée
en composes volatils et non-volatils (Guillen, M&.Ibargoitia, M.L., 1996b). Ainsi, les
teneurs en acides les plus élevées sont atteirtes ges basses températures, et elles
diminuent lors de l'augmentation de la températamedela de 300 °C. La production de
composés carbonylés, elle, augmente régulierematre €00 et 600 °C. De méme,
laugmentation de la température entraine une aotatien des quantités de composés
phénoliques, jusqu’a atteindre un maximum vers ®D@vant de diminuer a nouveau. Il est
important de noter que si les tendances sont \edgimur I'ensemble d’une famille chimique,
les teneurs individuelles ne varient pas de mangatique pour tous les composés d'un

méme groupe (Figure 17).
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(d’aprésMaga, J.A., 1987)

Figure 17 : Teneur en composés phénoliques de funségénérées a différentes températures
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L’ensemble de ces données, a permis de définirtelmpératures optimales pour la
production de fumées alimentaires entre 400 et’B0Ces niveaux de températures sont a la
fois trop élevés pour la production d’acides (qoi an impact négatif sur la flaveur du
produit) et trop faibles pour de fortes productidesHAP (qui nuisent a la qualité sanitaire du
produit ; voir IV.2, p.72). Par contre, ils favaig au maximum les composés d'intérét
comme les composés phénoliques, les composés gibat les furannes (Maga, J.A., 1987
; Alén, R. et al., 1996 ; Nonier, M.F. et al., 2005

[1.2.2.3. Autres parametres

Dans le cas de génération a partir de copeaux suidees, la granulométrie de la matiere
premiére a une action indirecte dans la composd®ita fumée. Il est cependant difficile de
préciser comment elle joue sur la pyrolyse car iefience simultanément plusieurs autres
facteurs. Notamment, elle va modifier la vitessdaetiempérature de pyrolyse, ainsi que la
possibilité d’oxygénation au niveau de la zone w®lgse (Rusz, J. & Miler, K.B.M., 1977 ;
Clifford, M.N. et al., 1980). Des particules de glgrande taille seront soumises a une
pyrolyse plus rapide et plus oxygénée (la circatati’air étant rendue plus facile par des
espaces plus larges entre les particules de bois).

De méme, la vitesse de circulation d’air joue ue gssentiel puisqu’une aération forte va
apporter plus d’oxygéene, diminuer la températurdayer, refroidir la fumée produite, et la
diluer (Lantz, A.W. & Vaisey, M., 1970 ; Chan, W.&.Toledo, R.T., 1975). La qualité de
I'air employé est aussi déterminante, en terme rdidité et de teneur en oxygéne. Ainsi,
certains auteurs ont préconisé [lutilisation de d&es riches en oxygene pour un

développement optimal de la flaveur du produit {{rast, K.,1982).

L’humidité du bois utilisé peut aussi influencerdamposition finale de la fumée. Par
exemple, il a pu étre montré (Gorbatov, V.M. ef 8863 cité par Maga, J.A., 1987) qu'une
méme sciure de bois hydratée a différents niveamduisait a des condensats de fumées de
compositions différentes, ayant des qualités onggtigues distinctes (Tableau 6).
Cependant, de méme que pour la granulométrie dyj Bmimidité du bois posséde plusieurs
impacts sur le phénoméne de pyrolyse, si bien g effets directs seuls sont peu
documentés. Notamment, en ne faisant varier quenitiité de la sciure de hétre pyrolysée, il
a été mis en évidence des différences de températakimale atteinte au niveau du foyer
ainsi que de vitesse de pyrolyse (Guillén, M.D. argoitia, M.L., 1999a). Il est donc
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difficile d’imputer les différences de teneurs esmposés volatils des condensats obtenus
(diminution notable de la production de composémnpliques pour des bois plus humides) a

une action directe de 'humidité, ou a la diminatae température induite.

Tableau 6 : Influence de I'numidité de sciure de bis sur la composition et la qualité organoleptiquales
condensats de fumée obtenus par pyrolyse

L Rendement de production . .
Humidité dela|  (mg dans le condensat/100 g de sciure de bois) Qualité organoleptique du

sciure (% . . condensat

lure (%) Phénols Acides Formaldéhyde

1,8 236 3293 122 Insatisfaisante

215 136 3288 81 Bonne

24,5 100 3003 78 Bonne

31,2 33 890 - Presque satisfaisante

(d’apres Gorbatov, V.M. et al., 1963 cité par Maga, J.A., 1987)

11.3. Composition de la fumée d’un point de vue phy  sique

La fumée est un systéeme complexe composé d’'uneeplmaginue gazeuse dans laguelle
est dispersée une phase particulaire (Foster, W.etVal., 1961). Ces particules sont
principalement des gouttelettes liquides de gouslformées par nucléation et condensation
des molécules issues de la pyrolyse. Elles rept&siean moyenne 90% de la masse de la

fumée (Rusz, J. & Miler, K.B.M., 1977).

En fonction des conditions ambiantes, les compdséRimée vont se répartir entre les
différentes phases. Alors que les molécules les [durdes seront presque exclusivement
portées par les particules, les composés volatlg ypouvoir se partager entre la phase
particulaire et la phase gazeuse. La répartitionedzemolécules entre les deux fractions de la
fumée suit un équilibre thermodynamique qui peue &hangé par modification de
I'environnement (principalement en terme de tempéesambiante). La fumée constitue donc
un systéme en évolution constante (Figure 18). kample, a mesure que la fumée se
refroidit en s’éloignant de la source de pyrolydes phénoménes de condensation
augmentent. Ceci peut entrainer une augmentationadéaille des particules, et un
2004).

Inversement, en cas d’appauvrissement de la fragezeuse au cours du processus de

appauvrissement de la phase gazeuse en certainposésn (Burtscher, H.,

fumage, la phase particulaire va servir de poakderve et libérer des composés volatils pour
maintenir I'équilibre (Girard, J.P.,1988).
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Figure 18 : Evolutions possibles de la fumée au ceudu processus de fumage
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Bien que la phase particulaire soit plus importaneterme de masse et de richesse en
composes volatils (Kornreich, M.R. & Issenberg, F272), il a pu étre prouvé que dans le
cadre d’'un fumage classique, les propriétés arcarats et colorantes sont obtenues par
I'action de la phase gazeuse. Foster a réalisésérie d’expérience (Foster, W.W. et al.,
1961 ; Foster, W.W. & Simpson, T.H., 1961) visanta@mparer l'efficacité du fumage
classique (exposition du produit a la fumée contenae phase particulaire et gazeuse) a des
fumages partiels (fumée contenant uniquement laeparticulaire ou uniquement la phase
gazeuse). Il a ainsi pu étre montré que le seubtddipect de particules de fumées en surface
ne permet pas dobtenir les caractéristigues d'wodyit issu de fumage classique.
Inversement, les caractéristiques de produits fuavée une fumée exclusivement gazeuse
tendent vers celles de produits fumés classiquement

Pour autant, la phase particulaire de la fumée neste pas moins essentielle pour la
maitrise du procédé de fumage. Son rble secondaireréservoir » de la phase gazeuse au
cours du procédé rend sa présence et sa concemtddterminante pour le processus de
fumage : plus elle est diluée dans de lair, mdmsumage sera rapide. C’est cela qui
expligue que le fumage « gazeux » soit plus lerd gufumage « classique », bien qu’ils
conduisent a des produits comparables (Foster, V&\8impson, T.H., 1961). De plus, la
composition de la phase particulaire reste un bdicateur de la composition globale de la

fumée.

lll. Les composés phénoliques

l1l.1. Généralités
Les composés phénoliques représentent une vastdefata molécules qui ont une
caractéristique commune : la présence d'un ou @lusicycles benzéniques portant un ou
plusieurs groupements hydroxyles (O’Connell, J.E-&, P.F., 2001). Ils représentent une
tres grande diversité et a I'heure actuelle, ples3d00 composés phénoliques sont connus
(Bravo, L., 1998), rendant difficile leur class#iton. lls sont habituellement classés en

fonction de leur nombre d’atomes de carbones &tudestructure (Figure 19).
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Figure 19 : Classification des composés phénoliqgues composés dérivés en fonction de leur nombre de
cycles et de leur structure
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Un grand nombre de composés phénoligues jouent bl aéterminant dans les
caractéristiques organoleptiques des alimentseX@anple, les anthocyanes sont responsables
des colorations allant du rouge au bleu de cerfaiiis et de leurs produits dérivés (Heredia,
F.J. et al., 2010). Les tanins peuvent quant aéexresponsables de l'astringence des vins

par précipitation des glycoprotéines salivairess{aia, E. & Lilley, T.H., 1988).

Les composés phénoliques le plus impliqués dansalesctéristiques finales des produits
fumés sont des molécules volatiles jouant un r@esd’odeur et 'ardbme du produit : les
phénols simples qui sont principalement de monopisérOn peut distinguer parmi eux
plusieurs groupes : «phénol et dérivés » (prineipant des dérivés alkylés comme les
crésols) ; « guaiacol et dérivés » (dont l'isoewyehieugenol et dérivés de la vanilline) ;
« syringol et dérivés » et enfin « catéchol et\di». On retrouve également dans la fumée
d’autres dérivés du phénol comme des acides plygresliet des esters phénoliques dont il a

été vu qu’ils peuvent étre des précurseurs des as@sgphénoliques principaux.
l11.2. Propriétés des phénols simples

I11.2.1. Toxicité

La premiére propriété des phénols simples qu’it fagntionner est leur toxicité. Celle-ci
a été largement mise en évidence suite a leur usdig@éat pur par les industries chimiques
(par exemple, utilisation du phénol en combinaiawvac le formaldéhyde pour produire des
résines comme la bakélite, ou utilisation des dsgsour la fabrication d’herbicides).

Leur action se ferait au travers de différents miéraes de perturbation cellulaire et
notamment, en tant qu'agent découplant de la chasm@ratoire. lls peuvent capter et faire
diffuser des électrons a travers les membranesppbbpidiques, annulant ainsi le gradient
de protons transmembranaire mitochondrial ce quiwr conséquence l'arrét de la synthese
d’ATP (Norinder, U., et al., 2006 ; Fujita, T.,adt, 2001).

lIs peuvent aussi avoir une action génotoxiquefpemant des dérivés assez réactifs pour
se fixer a la molécule d’ADN apres action du cytoche P-450 (Dean, B.J., 1978).
Cependant, il a pu étre prouvé par des études menartir de condensats de fumées que
I'apport des phénols par la consommation d’alimdnisés était largement en dessous des
seuils toxiques pour ’THomme (Sternitzke, A. et 4092).

Enfin, il a pu étre montré que certains composéénplques pouvaient subir une

nitrosation dans la matrice alimentaire sous lactde nitrates et nitrites (Leis, J.R. et al.,
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1998 ; Gonzalez-Mancebo, S. et al.,, 1999), donnamgsance a des ions hydroxyphenyl-
diazonium ayant une action génotoxique directe fiha, H. et al., 1989). Cette toxicité
induite reste néanmoins négligeable dans les podie poissons fumés du fait de
l'interdiction de l'ajout de sels nitrités dans [@oisson qui limite la formation de

Nitrocomposés.

[11.2.2. Actions antimicrobiennes

Bien que les phénols de la fumée ne semblent pagopr avoir d'effet adverse pour la
santé humaine (aux doses liées a la consommatiopratiuits fumes), leurs propriétés
toxiques leurs conférent des actions désirables-vis des flores d’altération du poisson.
L’étude des activités anti-microbienne des fuméesoadensats de fumée ont été réalisés
principalement sur les bactéries indésirables tygsodes produits de la mer comhisteria

monocytogenest Staphylococcus aureus

Il est a présent connu que méme si les composBsrodés et acides organiques jouent
un role dans les propriétés antimicrobiennes dertee, les phénols en sont les principaux
responsables (Vitt, S.M. et al., 2001). Ceux-ci mmdance a se répartir préférentiellement
dans la membrane cellulaire, et interagissent aescconstituants (Lambert, R.J.W., et al.,
2001). lls peuvent ainsi modifier la perméabilitémbranaire et entrainer la mort cellulaire
en causant 'efflux d’ions Kainsi que d’autres constituants cytoplasmiques BamP (Brul,

S. & Coote, P., 1999). Ce sont les bactéries Grasitipes qui sont plus sensibles a ces
actions membranaires et il a pu étre montré gaediigénol présent dans des fumeées liquides
(Faith, N.G. et al., 1992) ou que I'eugénol ajodééis des viandes de boeuf (Hao, Y.Y. et al.,
1998) ont surL. monocytogenesun effet non seulement bactériostatique mais aussi
bactéricide. Les bactéries Gram négatives étastnglsistantes a ces mécanismes (Sufien, E.,
1998), on constate chez elles des effets moingiginas qui se limiteront a une perturbation
du fonctionnement cellulaire (complexation de stdtstinactivation d’enzyme ou chélation
de métaux ; Cowan, M.M., 1999).

De plus, l'action antimicrobienne des phénols dutaée ne se limite pas aux bactéries.
En effet, dans le cas de produits comme les fromatmt les flores d’altération sont
préférentiellement des moisissures (principalenesiPenicillium Aspergilluset Mucor), la
fraction phénolique de la fumée a un effet inhilnitesur leur développement et leur
production de toxines (Wendroff, W.L. & Wee, C.9T¥9.
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On peut enfin noter que ces propriétés des compedé&mnoliques vis-a-vis des
microorganismes Ss’ajoutent (sans pour autant semitie synergique) avec les effets
bactériostatiques des autres étapes du processetersalage du filet de poisson (Niedziela,
J.C. etal., 1998).

[11.2.3. Prévention de I'oxydation

Les acides gras (et principalement les acides gwhsnsaturés) présents dans le filet de
poisson gras sont tres oxydables. Quelle que saitnscanisme initiateur (auto oxydation,
photo oxydation, oxydation enzymatique, etc.) I'dajion des acides gras entraine la
libération d’'un grand nombre d’aldéhydes, cétortesl@ols volatils. Bien qu’une partie de
ceux-ci participent a des notes aromatiques «Hemi®, ils vont plutdt largement contribuer
aux notes indésirables de « rance » (Hsieh, R.Kidsella, J.E.,1989). Or, I'apparition de la
rancidité du produit est une donnée a maitriserctast souvent elle qui sera le premier
facteur limitant la durée de vie du produit (FrankeN., 1993).
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Figure 20 : Mécanisme général des réactions d’oxytan des lipides
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Empécher totalement I'oxydation (Figure 20) darssgeoduits alimentaire est impossible
a realiser car cela nécessiterait I'élimination tdate trace d’oxygéne et de substance
oxydante. Cependant, le fumage permet de la raldatmaniére significative. Cet effet a été
initialement identifié en 1933 sur du bacon fumentde rancissement de surface apparaissait
beaucoup plus tard que pour du bacon frais. Le gioantioxydant de la fumée a par la suite
ete attribué aux composeés phénoliques qu’elle eontl’activité antioxydante de ceux-ci a
alors été largement démontré sur des phénolsidhdils et en mélange, isolés a partir de
fumées (Kjallstrand, J. & Petersson, G., 2001a0étLB), de fumées liquides (Soldera, S. et
al., 2008), des produits d’origine végétale (Lee).Set al., 2005 ; Tawaha, K. et al., 2007 ;
Vichapong, J. et al., 2010), etc.

Les phénols agissent principalement comme desxadiémts « vrais » : en cédant un
atome d’hydrogéne pour rétablir un radical généré te l'initiation de I'oxydation (Figure
21). lls bloquent ainsi la réaction de propagafidiiliere, A., 2005). Bien que le composé
phénolique se retrouve alors sous forme radicaleg@ie-ci est stabilisée par des phénomeénes
de résonance et il n'est donc plus assez réactif pontinuer lui-méme la réaction de
propagation. Ils peuvent par ailleurs agir « en @nsode la réaction d’oxydation en tant que
fixateurs d’especes réactives comme le radical rengde, le peroxyde d’hydrogéne et

certains ions métalliques (Yeung, S.Y. et al., 3002

RH — , R + H Initiation

Propagation

RIOO + BRH _2 , RROOH + R

Figure 21 : Mécanisme d’action des phénols (AH) danl’oxydation lipidique
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Il a été reporté de maniére générale que les pténbhut point d’ébullition (comme le
syringol et ses dérivés) ou les polyhydroxyphériotanme le pyrogallol) ont un pouvoir
antioxydant plus prononcé. Cependant, la struadesecomposés est elle aussi déterminante.
Par exemple dans le cas de dérivés du guaracwigseyet dihydroxybenzenes, un substituant
alkyle en positionpara permet d’augmenter I'activité antioxydante, entipalier pour les
molécules possédant des double liaisons conjugrgrame l'isoeugénol (Bortolomeazzi, R.
et al., 2007).

Il est aussi a noter que dans certaines conditigmnsicipalement dans des fortes
concentrations et a forte température) des comppbésnoliqgues peu substitués peuvent

perdre leur activité antioxydante, et méme jouerdl@ pro-oxydant.

[11.2.4. Coloration

Il est généralement admis que les phénols partitigpda coloration finale du produit de
fumage. Cependant, leur rGle semble rester marginatomparaison des nombreux autres
facteurs impliqués. Bien entendu, la couleur oaliendu filet frais est déterminante, et donc
I'espece du poisson considéré ainsi que son étaiglbgique (Sainclivier, M, 1985a). Les
étapes technologiques précédent le fumage peuveintus impact significatif sur la couleur,
notamment le salage. Par exemple, une injectiosadeure augmentera la teneur en eau du
filet, ayant un effet de «dilution » sur les céraiides de la chair de poisson, et
I'éclaircissement de celle-ci (Birkeland, S. et &004). Mais aussi, un salage a sec trop
rapide diminuera la brillance finale du produit das phénomeénes de croltage de surface.

Lors du fumage a proprement parler, la couleur itkt £st modifiée par différents
phénomenes, physiques et chimiques (Clifford, MetNal., 1980). D’une part, les particules
de fumée liquide (dont la couleur peut aller dungwrangé au brun noir) vont pouvoir
colorer le produit par simple dépo6t gravimétrique.

D’autre part, une partie des molécules de la fupeg réagir avec les constituants du
muscle et généran situ des composés colorés. Notamment, les réactioddaillard ayant
lieu entre les acides aminés des protéines deguo(gsincipalement la lysine ; Chen, L.-B. &
Issenberg, P., 1972) et les composés carbonylda flanée aboutissent a la formation de
mélanoidines colorées. Les composés phénoliqguesgast une fonction carbonyle (comme
le syringaldéhyde) vont donc avoir une influenceecte, bien que marginale, sur la

production de composeés colorant par I'intermédideees réactions.
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Par ailleurs, les composés phénoliques et carbempgdavent réagir entre eux pour former
des substances résineuses réticulées, les phéegp(&gyure 22). Cette polymérisation de

surface participe directement a I'aspect brillagd groduits fumés (Girard, J.P.,1988).

+ HCHO
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|

OH OH

Saligénol CH,0H

e /
v

Alcool-phénal

C UTIdLl'lde]Un H,O

@@
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C OndbndeIKJn‘i successives

H

@, @ @[ e

Phénoplaste

(d’aprés Girard, J.P., 1988)

Figure 22 : Mécanisme de formation des phénoplastg@sr réaction entre aldéhydes et phénols

[11.2.5. Aromatisation

VA

Depuis longtemps, les phénols de la fumée ont é&téitd comme étant responsables de
I'odeur caractéristique de fumée (Hamm, R., 197@g8) J.A., 1987). De nombreuses études
ont été menées qui ont démontré I'importance oderdas composés phénoliques a travers

différentes stratégies d’étude : individuellememt mélanges ou dans des milieux complexes.

Des études ont été menées pour établir les casdicjges odorantes individuelles des

phénols retrouvés dans la fumée (Tableau 7). Quemitgar analyse olfactométrique ou par
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évaluation sensorielle aprées dilution dans desemilisimples, ce type de données montre
parmi les phénols simple une grande diversité desraromatiques, plus ou moins proches de

'odeur de fumée.

Tableau 7 : Caractéristiques odorantes de composghénoliques

Composés Seuils de perception odorants Odeurs

phénoliques dans I'eau (ug/L) Réf. Descripteurs (matrice) Réf.
Phénol 5900 a Phénolique (raisin) e
o-crésol 650 a Piguant (fumée) f
m-crésol 680 a Piguant (fumée) f
p-crésol 55 b Animal (fromage) g
Guaiacol 3az2l a Fumé (fromage) g
4-methylguaiacol 90 a Fumé (fumée) f
4-ethylguaiacol 50 c Epice, coco (vin) h
4-vinylguaiacol 3 b Phénolique (raisin) e
Vanilline 20 a 200 a Vanille (raisin) e
Syringol 1850 a Chimique (vin) [
Eugénol 6 a 30 d Phénolique, floral (raisin) e

(D'apreés (a)-Fazzalari, F.A., 1978 ; (b)-Buttery, R.G. et al., 1988 ; (c)-Swan, J.S. & Burtles, S.M., 1978 ; (d)-Buttery, R.G. et
al., 1990 ; (e)-L6pez, R. et al.,, 2004 ; (f)-Maga, J.A., 1987 ; (g)-Frank, D.C. et al., 2004 ; (h)-Charles, M. et al., 2000 ; (i)-
Ferreira, V. et al., 2002, cités par Varlet, V., 2007b)

Cependant, I'évaluation des propriétés odorantesca@posés individuels s’avére
insuffisante dans le cas de produits a I'arbme dexrgpcontenant de nombreux composés
volatils. En effet, la perception d’'une odeur eéhgrée lors de l'activation des récepteurs
olfactifs (situés sur le plafond de la fosse nasaleniveau de I'épithélium olfactif) par les
molécules volatiles. L’'activation des récepteursfae de maniere pseudo-spécifique : un
récepteur peut étre activé par de nombreuses me¢eeti chaque molécule peut se fixer a
plusieurs récepteurs. Des lors que I'odeur esttitads par un mélange de composés volatils,
des phénoménes d’interactions apparaissent : ansages et compétitivités vis-a-vis des
récepteurs (Oka, Y. et al, 2004). Un mélange odon&st donc jamais percu comme la
simple somme des odeurs de ses constituantsgstglobalement impossible d’identifier une
molécule spécifique dans un mélange présentant glisquatre composés odorants
(Livermore, A. & Laing, D.G., 1998 ; Jinks, A., &ling, D.G., 2001).

C’est pourquoi les études menées sur les quatibésatiques de I'ensemble de la fraction
phénolique apres son isolation sont intéressargiss. prennent simultanément en compte un
plus grand nombre de molécules odorantes (Fujinhdket al., 1974 ; Olsen, C.Z., 1977). Il a
ainsi pu étre montré que cette famille de compaséstitue bien la « base » de I'ardbme de

fumée et gquelle permet d’obtenir les principaledtes aromatiques caractéristiques de la
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fumée. Cependant, I'ajout d’autres types de congposste nécessaire pour parvenir a une
qualité d’arbme satisfaisante (Tableau 8).

Tableau 8 : R6le aromatique de différentes fractioa de fumée

Fractions de fumée Ardme Qualité aromatique
Phénolique Fumé monotone Bonne
Phénolique + Carbonylé Fumé parfumé Tres bonne
Phénolique + Carbonylé + Non carbonylé Fumé parfumé Excellente
Phénolique + Neutre + Basique Fumé bralé Excellente

(d’apres Fujimaki, M. et al., 1974)

Par ailleurs, certains des travaux les plus citéses composés odorants issus de la fumée
ont porté sur I'évaluation sensorielle de fractigignoliques obtenues par distillation de
fumées liquides a différentes températures (Mada, 1987 ; Téth, L. & Potthast, K., 1984) :

- la fraction isolées entre 60 et 90°C (dont : mhéerésols, guaiacol, 4-méthylguaiacol et
4-éthylguaiacol) a une flaveur décrite comme « deagt amere »;

- celle obtenue entre 91 et 132°C (principalemesyringol, méthylsyringol, (E) et
(2)-isoeugénol) a une flaveur caractéristigue deée et représente donc la part la plus
déterminante de son ardme ;

- la fraction distillée entre 133 et 200°C a desppietés « chimiques et acides » jugées de

qualité médiocre pour un produit de fumage.

Cependant, ces classes sont a relativiser en refgardésultats parfois contradictoires
obtenus par d’autres auteurs travaillant égalermentes différentes fractions de la fumée.
Notamment, alors que certains auteurs soulignénpdéirtance des notes apportées par les
dérivés du guaiacol (Fiddler, W. et al., 1970 ;tteisA.O. & Issenberg, P.,1970), d’autres
considerent leur influence comme peu significatf@styra, E. & Barytko-Pikielna, N.,
2006). De méme pour le syringol et ses dérivésoquiété pointés dans certains cas comme
étant les composés odorants les plus importantamdene de fumée (Kim, K. et al., 1974 ;
Olsen, C.Z., 1977) et dans d’autres comme n’étastrpellement déterminants (Kostyra, E.
& Baryiko-Pikielna, N., 2006). Les phénols de pliasble masse moléculaire (phénol et
crésols) ont aussi donné lieu a des controversies|y®i leurs contribution sensorielle a pu
étre décrite comme négative (Kim, K. et al., 1964d) positive (Kostyra, E. & Baryiko-
Pikielna, N., 2006) dans différentes études.

55



Etude Bibliographique

Plus récemment, l'utilisation de méthodes « d’omis® a permis de préciser le réle des
composés phénoliques au sein du mélange complaxeod®posés aromatiques de la fumée.
Ces méthodes consistent a utiliser la chromatogeagain tant que méthode préparative afin
d’éliminer spécifiguement une ou plusieurs molésw@in extrait aromatique. C’est le cas de
la technique appliquée par Varlet, V. (2007b) aomposés aromatiques de fumées liquides :
le GC-COOI (« Gaz Chromatography - Concentrationg3an of Odorants at Liquid state »).

Dans un premier temps, des extraits aromatiquégndée liquide sont obtenus et injectés
en chromatographie en phase gazeuse. En sorti@@®e, une vanne permet d’aiguiller les
effluents vers un piége frigorifique ou vers lat&orApres élution de I'ensemble de I'extrait,
le piege contient I'ensemble de I'extrait aromagigunmoins les composés sélectivement
exclus. Les différents extraits (extrait completegtraits avec differentes combinaisons de
composes volatils éliminés) sont ensuite évalueéoiparés par un panel sensoriel entraing,
aprés déposition sur une matrice de poisson fAdissi, c’est I'ensemble des interactions
potentielles qui sont théoriquement prises en degnation : a la fois celle des molécules
odorantes avec la matrice, mais aussi celles dé&cnoies odorantes entre elles (au niveau de
I'épithélium olfactif).

Ces travaux ont permis de confirmer l'importance ldecontribution des composés
phénoliques a I'odeur des produits fumés, tout étillant partiellement leurs influences
individuelles. Ainsi, le o-crésol et p-crésol paiient a I'odeur globale de fumée, et pas
uniquement aux notes « chaudes » et « ameresleugusont souvent associées. Par ailleurs,
le guaiacol, le syringol et le p-crésol sont lesiposés testés dont I'élimination cause la plus
grande perte de qualité aromatique de l'extraitrigine. Pourtant les notes aromatiques
altérées par leur suppression ne sont pas celldswqusont associees individuellement. Par
exemple : la perte du guaiacol, percu individuelehrcomme « fumeé » entraine surtout une

diminution des notes de « gras » de I'extrait ariooa.

Bien qu’elles puissent étre contradictoires, eni@arer concernant sur le role individuel
de chaque phénol, les données disponibles relaivesr contribution a la flaveur de fumée
convergent toute a la méme conclusion : les phéwistituent la famille chimique clef des

propriétés sensorielles des produits de fumage.

[11.2.6. Interactions avec la matrice poisson

Bien qu’il ait été prouvé que c’est par I'interméide de la phase gazeuse que les phénols

de la fumée se déposent sur la surface des prpthstphénomenes de sorption mis en jeu
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n'ont que trés peu été étudiés. De fait, les damrdisponibles concernant l'adsorption,
I'interaction et la pénétration des composés dtutaée avec les différents composants de

filet de poisson sont limitées et parfois contraares.

Selon certains auteurs (Foster, W.W. & Simpson,.,T1861 ; Rusz, J. & Miler, K.B.M.,
1977 ; Sainclivier, M., 1985b) c’est la teneur e €u produit qui est le facteur déterminant :
la faction volatile de la fumée n’interagirait qué&e I'eau, tandis que les gouttelettes de fumée
liquides ne se déposeraient que sur des surfackesseAinsi, le début du fumage serait
principalement « chimique » avec des phénomenesodation moléculaires et la fin du
fumage (aprés déshydratation de surface du proaofiliquerait principalement du dépot
particulaire. Certains auteurs considerent ainsilgulus rapide coloration observée chez les
filets de poisson les plus humides est due a usagasplus efficace des composés colorants
dans le produit (carbonyles et phénols). C’est guoir pour la plupart de ces études, les
auteurs utilisent exclusivement des phases aqueasesimuler des processus de fumages et
piéger la phase gazeuse de fumées.

Il est généralement bien admis que la vitesse itleissement en composés de fumée est
élevée en début de fumage et décroit au cours rdpstéFoster, W.W. & Simpson, T.H.,
1961 ; Girard, J.P., 1988). Pourtant, la raisomelphénomene et le rdle éventuel de I'eau ne
sont pas clairement établis. Il pourrait s’agir mBupart d’'une déshydratation de surface
progressive qui tend a limiter les phénomenes daiea. D’autre part, cela pourrait étre di a
une saturation de surface en composés de la fubaés. ce cas la, ce sont les phénomeénes de
diffusion internes qui deviendraient le facteuritamt : & mesure que les molécules adsorbées
en surface migrent vers le coeur du produit, celle$a phase gazeuse peuvent se déposer a
leur tour.

Il a pu étre montré par ailleurs que le taux delép dans le poisson pouvait influencer la
teneur du produit en composés de la fumée, magolesées disponibles sont contradictoires.
Pour certains auteurs (Cardinal, M. et al., 20Bitkeland, S. et al., 2004), une augmentation
de la teneur en lipides de la matrice s’accompatumee diminution des teneurs en phénols
obtenues apres fumage. En effet, une matrice cantemplus de lipide contient
proportionnellement moins d’eau, ce qui limite dant la capacité de rétention en phénols de
celle-ci. D’autres, a I'opposé constatent une pargse teneur en phénols dans des produits
plus gras (Rusz, J. & Miler, K.B.M., 1977). Cecespliquerait non pas par les phénoménes

de sorption et diffusion a I'échelle moléculaireaimpar les dépots particulaires : lorsque le
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produit a été partiellement déshydraté, la présdedgides en surface augmenterait le dépot
des particules de fumées.

Les études menées pour tenter d’appréhender desmpkées de sorptions comparables
utilisent principalement des flux de gaz enrichansl lesquels baigne la matrice d’étude.
Apres un temps de contact défini, une extractiotadeatrice est réalisée pour déterminer la
guantité de composés passés de la phase gaz &ieer@drna-Binkul, A. & Buszewski, B.,
1997).

Les phénoménes se produisant aprés passage deesgésnghénoliques vers le filet de
poisson sont encore moins bien connus. La plupsstétdudes disponibles dans la littérature
portent sur les interactions entre les composéatilelet les protéines dans des milieux
aqueux modeles (Seuvre, A.-M. et al., 2006 ; Pduamy, M. et al., 2007). En comparant les
guantités de composés volatils apparaissant dasgace de téte au dessus de la solution en
présence et en absence de ligand protéique, passtible de déterminer si une partie des
composes volatils est retenue par les protéinesstlaussi possible d’étudier en s’intéressant
aux modifications structurales ou conformationreelfeduites chez les protéines, par exemple
par des dosages de groupements fonctionnels osuparde la fluorescence du tryptophane
(Rawel, H.M. et al., 2006).

Ces expériences ont été principalement mises ee plaur des aldéhydes dont la capacité
a réagir avec les protéines est largement documefidsi, de nombreuses protéines extraites
de matrices alimentaires ont pu étre testées dowtahde (Pia Gianelli, M. et al., 2005), le
lait (Meynier, A. et al., 2004) ou encore le porsg€hopin, C. et al., 2007). Il a ainsi pu étre
montré que parmi les protéines de muscle de pescptopriétés de liaison aux aldéhydes
étaient différentes et variaient avec les cond#tiae mise en solution. La fraction
sarcoplasmique se révele plus apte a former deordis que les protéines myofibrillaires
(Pérez-Juan, M. et al., 2006). Les rares phéngiples a avoir été inclus dans ces études sont
ceux qui possedent des fonctions carbonyles, notrnifa vanilline (Burova, T.V. et al.,
2003).

Bien que certaines données soient disponibles esr ihteractions de composés
phénoliques avec des ligands protéiques, cellsetidifficilement extrapolables au contexte
du fumage. Il s’agit principalement de phénols claxes issus de plantes (flavonoides,
tannins, etc.) interagissant avec des protéindgasmfvégétales, laitieres, salivaires, bovines)

mettant en évidence des formations de liaisonsdpyarbes ou covalentes (Yuksel, Z. et al.,
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2010 ; Rawel, H.M. et al., 2002 ; Obreque-Slier,eEal., 2010 ; Kroll, J. & Rawel, H.M.,
2001).

On peut noter tout de méme I'étude de Chen, L.Bssenberg, P. (1972) qui ont montré
que la fraction phénolique isolée de la fumée pitureagir avec les groupements animés de
protéines. Cependant, les auteurs eux-mémes sentigue la dénomination de « fraction
phénolique » n'implique pas que celle-ci ne conteerue des composés phénoliques. Les
effets constatés peuvent provenir de composés héngliques présents, et notamment des
composes carbonylés (ou plus probablement encese,pténols possédant des fonctions
carbonyles). Ces résultats n’indiguent donc pagssarement qu’il existe des interactions
entre les phénols simples et les protéines. Haues| certains auteurs (Sainclivier, M. 1985b)
considerent qu’il est impossible pour certains piterd’interagir avec les composants du

poisson : les phénols possédant une substitutigogition para sur leur cycle.

[11.3. Techniques d’analyse des phénols simples

111.3.1. Analyses spécifiques des composeés phénolig  ues

Il est possible d’envisager I'analyse de la fractmhénolique issue de la fumée seule,

grace a des méthodes d’isolation sélective et daaapécifique (Figure 23).

(d’aprés Fujimaki, M. et al., 1974) ;
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Figure 23 : Fractionnement des composés volatileg dondensats de fumée
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Ainsi, des protocoles d’extraction ont été élaborési permettent d’analyser
indépendamment les différentes fractions de coraderme fumée (Fujimaki, M. et al., 1974).
Le dosage des composes phénoliques totaux damackoh isolée peut alors étre réalisé
notamment par spectrophotométries : aprés dévetopme d’'une coloration avec la 4-
aminoantipyridine (4-amino-2,3-dimethyl-1-phenyp@razolin-5-one ; #CAS : 83-07-8) en
présence de ferricyanure de potassium (AFNOR, 1@€96dinal, M. et al., 2004).

111.3.1. Analyses des composeés volatils

Il existe de nombreuses techniques d’analyse dega®es volatils constituant I'aréme
des aliments. Celles-ci ont pu étre appliquées auveces a I'étude des composés volatiles des
produits de fumage, et en particulier des comppkésoliques simples. Nous verrons que les
techniques classiques d’analyse des composeésleslatint parfaitement applicables a I'étude

des composés phénolique, bien qu’elles puissentifgpement y étre adaptées.
[11.3.1.1. Extraction des composés volatils

[11.3.1.1.1. Extraction depuis le produit

Comparativement a la distillation classique, oghantillon est simplement chauffé pour
en vaporiser les molécules aromatiques, I'hnydrd@igson sous vide (DSV) ou a pression
réduite posséde l'avantage de diminuer les temy@satd’ébullition dans le systeme. Ceci
permet de limiter l'altération des constituantsldematrice et la génération d’artefacts au
cours de l'extraction. Les composés volatils vegésidepuis le produit passent dans des
pieges cryogéniques (par exemple des doubles eapadacontenant de I'azote liquide) placés
en série. Les composeés recondensés dans les g@gfesnsuite récupérés par des rincages
aux solvants organiques qui sont ensuite concepatégvaporation partielle. Bien que cette
méthode soit efficace (Stephan, A. et al., 2008¢,lG.H. et al., 2001) elle nécessite de longs

temps d’extraction ainsi que des grands volumesotlants.

L’extraction-distillation simultanée (SDE - « Sinmmeous Distillation-Extraction »)
permet de réduire les quantités de solvants nédoesgmr rapport a la DSV. Elle repose sur
I'utilisation d’un appareil mis au point par Likee$ Nickerson (Figure 24) et d’'un solvant
volatil non miscible dans I'eau (Likens, S.T. & Merson, B., 1964). L’échantillon aqueux et

bY

le solvant volatil sont portés a ébullition danss dmllons séparés et leurs vapeurs sont
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mélangées dans le corps de l'appareil. Les vapéersolvant se chargent en composeés
volatils issus de I'échantillon avant d’étre consiaes par le systeme réfrigérant. La partie
basse de I'appareil permet le recyclage du solearde I'eau condensés vers les ballons
d’origine via un systeme de siphons. La séparation de phasecbegé mélange de

I’échantillon et du solvant d’extraction. Le systgtant fermé et le recyclage permanent, on
aboutit a 'appauvrissement progressif de la plapgeuse en composés volatils, au fur et a

mesure que ceux-ci passent dans la phase organique.

Réfrigérant, reflux des

liguides de condensati

Chambre de mélange des

vapeur:

Bras de montée des

vapeur:

Siphons de recyclage des

phases condenst

(d'apres Likens, S.T. & Nickerson, B., 1964)

Figure 24 : Appareil de Likens-Nickerson et schémde principe associé

Méme si les volumes de solvant de récupération glost faibles que pour la DSV, une
étape de concentration ultérieure reste nécesgmralant laquelle une partie des analytes
volatils peuvent étre perdus. Cette perte en coégweslatils doit é&tre minimisée par I'emploi
de solvants volatils et de méthodes adaptées colamrdsstillation sur colonne Vigreux, la
concentration par I'appareil de Kuderna-Danish’éuadporation sous courant d'azote gazeux
(Fernandez, X. & Cabrol-Bass D., 2007).
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L’évaporation de flaveur assistée par solvant (SAFE« Solvent Assisted Flavor
Evaporation ») est une technique alternative pbberor des extraits aromatiques (Engel, W.
et al., 1999). Un appareillage spécifique permepldeer I'échantillon sous vide (fPa)
avec chauffage modéré (30 °C) pour en extraireifsp@ement les composeés les plus volatils,
tout le limitant leur condensation a l'intérieur thontage. Ills sont piégés en sortie dans des
pieges refroidis a I'azote liquide. Le principalaatage de cette méthode est la réduction des
artefacts liés au chauffage et aux molécules p&atilgs co-extraites avec d’autres méthodes
qui utilisent des températures plus élevées. Elgercependant peu utilisée car elle nécessite
I'emploi d’'un dispositif spécifique complexe et it & la production d’extraits en phase
aqueuse qui doivent subir des étapes d’extractiéneures pour pouvoir étre analysés.

[11.3.1.1.2. Extraction depuis I'espace de téte

Les analyses de I'espace de téte permettent dappeocher des conditions de flairage
d’'un produit alimentaire par un individu. En effetles permettent d’étudier les molécules
volatiles présentes dans l'air au dessus du predwjtii constituent son odeur. Ces méthodes
possédent globalement les mémes avantages: abdenselvant, rapidité d’extraction,
facilité de mise en place et préparation d’échlamtiréduite. L’échantillon est placé dans un
flacon hermétique contenant un certain volume dldire partie de ses composeés volatils va
passer dans la phase gazeuse présente autour diut prbespace de téte. Ce sont ces

molécules passées a I'état gazeux qui sont étudiées

Originellement, il existe deux approches de l'apalyde I'espace de téte. En mode
« statique », I'extraction est réalisée apres uméald’incubation nécessaire a I'établissement
de I'équilibre thermodynamique entre le produit'espace de téte. La technique « d’espace
de téte direct » (DHS - « Direct HeadSpace » o SH« Static Headspace Sampling »)
consiste a prélever une fraction de I'espace dea&gquilibre (a I'aide d’une seringue a gaz)
et a linjecter directement en chromatographie. gvalune trés grande simplicité, cette
technique reste peu utilisée a cause de sa fadnisitslité (Bart, J.C.J., 2001), ce qui est
particulierement problématique pour I'analyse désnes ou les molécules les plus influentes
peuvent se trouver a I'état de trace.

En mode «dynamique », un gaz inerte est employ@ patrainer les composés de
'espace de téte vers un piege ou ils sont retésmsvent un adsorbant maintenu a faible
température). L’équilibre entre I'échantillon e¢dpace de téte étant en permanence déplacé
vers I'espace de téte, il en résulte un appauvrisaédu produit en composés volatils (Figure
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25). A la fin de I'extraction et aprés séchage kg, celui-ci est chauffé pour libérer les
analytes retenus qui sont alors envoyés vers lemgsde chromatographie. La méthode de
« purge and trap » (P&T) fonctionne sur ce prinogbea pu étre employée sur différents

produits fumés avec succes (Cardinal, M. et aB71,Qargensen, L.V. et al., 2001).

Gaz inerte Gaz inerte Gaz inerte

i PriseT i T ‘L

d'air Vers GC —
Piege %
3t 3t

1 p |

S 5
i Composé o
: volatile
L \\’ﬁ,ﬁ-
! Echantillon-~-~E----¢ £} o ot
;  1- Piégeage des composés  2- « Dry purge » 3- Désorption thermique :
i volatiles : entrainement a élimination de I'eau retenue libération des analytes
i travers le piege par un gaz par le piege par un flux de  retenus par le piege, envoi
' balayant I'espace de téte gaz inerte « propre » vers le systeme d’analyse

Figure 25 : Déroulement simplifié d’'une extractiond’espace de téte dynamigue

Les techniques de sorption directe dans I'espadétdepeuvent étre considérées comme
étant a linterface des techniques « dynamiquets ®statiques ». Elles piégent directement
les molécules volatilisées sur un polymeére adsarptacé dans I'espace de téte, par des
phénomeénes d’'interactions réversibles (de type Wan Waals et électrostatiques). Elles
aboutissent a I'établissement d’'un équilibre (produespace de téte / polymere) tout en
permettant une concentration des analytes pour i@®e€lleur sensibilité. Parmi ces
méthodes, la micro-extraction en phase solide elpéice de téte (HS-SPME - « HeadSpace
Solid Phase MicroExtraction ») est a notre conaaiss la seule utilisée pour les produits
alimentaires fumés (Sérot, T. & Lafficher C., 20036mez-Estaca, J. et al., 2011 ; Guillén,
M.D. & Errecalde, M.C., 2002b ; Guillén, M.D. et,&006).

La fibore SPME utilisée pour I'extraction est cohgte d’'un support de silice inerte sur
lequel est fixée une couche d’'un polymere dontdlanité est variable (selon la nature de la
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fibre utilisée). Elle est introduite dans I'espaibe téte a I'équilibre pendant une durée qui
permet aux molécules volatiles de s’y adsorber. fdie la fibre « chargée » en composés
d’arbme, elle est introduite directement dans datgur du chromatographe, libérant les
analytes par désorption thermique.

La HS-SPME se réveéle plus sensible que le SHS learcencentre partiellement les
molécules a analyser en les accumulant sur la fitile est par ailleurs plus facile a mettre en
place que le «purge and trap ». Cependant, conimerepose sur I'établissement d'un
equilibre entre plusieurs phases, elle n’est quai-g@antitiative. Ainsi, une attention
particuliére doit étre portée a I'optimisation dextraction, car I'efficacité de la méthode
repose sur divers parameétres, dont principalemdat nature du polymeére utilisé, la
température de l'espace de téte, les durées dlaqguilet d’extraction, la quantité
d’échantillon, etc.

La composition en des composeés volatils de poissomes a notamment été étudiée
aprés extraction avec des phases de type DVB/CAR&Divinylbenzene-Carboxen-
Polydimethylsiloxane) (Gomez-Estaca, J. et al.,120fnais les quelques études ciblant plus
spécifiguement les composés phénoliques ont mard@iane meilleure efficacité des fibres en
polyacrylate (PA) (Guillén, M.D. & Errecalde, M.002b ; Sérot, T. & Lafficher C., 2003 ;
Guillén, M.D. et al., 2006). Globalement, les tenafextractions utilisés sont de I'ordre de
I'heure, avec une température d’incubation de 5@BC permet de limiter l'altération du

produit et I'apparition de composés néoformes.

111.3.1.1.3. Représentativité des extraits aromatiq ues

Les extraits aromatiques comportent courammentasngrand nombre de composés issus
du produit d’origine. Or, du fait des disparités skuils de perception, ce ne sont pas les
composés majoritaires qui contribuent le plus fodet a I'odeur du produit. De méme, du
fait des synergies et compétitivités se produisantniveau des récepteurs olfactifs, les
composes le plus odorants ne seront pas les seldiseaminer 'odeur du produit. Dans ces
conditions, on comprend qu’il est important de pmuvgarantir que les extraits étudiés

possédent des caractéristiques sensorielles prdehssdle du produit étudié.
La représentativité odorante d’extraits aromatigesisévaluée par des panels d’analyse

sensorielle avec des tests d’appariement ou ddasit@j le produit d’origine pouvant servir

de référence. Elle permet de sélectionner la méthetdles conditions d’extraction qui
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préservent le mieux lintégrité de l'odeur (ou dardme si elle est évaluée en voix
rétronasale).

Les extraits peuvent étre présentés de différdiatgms aux juges : directement dans le
solvant s’il n'est pas toxique, a I'état gazeux slaes sacs de téflon (Mehinagic, E. et al.,
2003) ou des seringues (Rannou, C., 2006), a saweport d’olfactométrie dont la colonne
est désactivée (Rega, B., 2003), sur des mousld®arrazin, C. et al., 2000), ou encore
redéposes sur une matrice.

Une étude menée sur du saumon fumeé (Varlet, VI.eR@07) a permis de mettre en
évidence que I'extraction-distillation simultanés adaptée a ce type de produit : elle est a la
fois quantitative et représentative. Dans le cascelte étude, la qualité aromatique des
extraits obtenus a été évaluée en dépdbt sur dgquoisais (apres changement de solvant),

afin de prendre en compte les interactions arongigaaxistantes dans le produit réel.
[11.3.1.2. Analyses Chromatographiques

111.3.1.2.1. Séparation

L’analyse des composés aromatiques extraits pesitréalisée par chromatographie en
phase liquide haute performance (HPLC - « High d?erdnce Liquid Chromatography »).
Celle-ci possede l'avantage de pouvoir étre réaliaébasse température, préservant les
composeés thermosensibles et évitant les étapeeriatization (voir ci-apres) nécessaires
pour les composés les moins volatils. Des dérive@spldénols de spiritueux ont pu étre
analysés par HPLC couplée a des détecteurs adhenmee (Canas, S. et al., 2003), de méme
que les phénols de fumée de cigarette (Moldove&rd, & Kiser, M., 2007). Cependant,
cette derniere étude a montré que la HPLC se r@atnente uniguement en analyse « de
routine ». L'utilisation de Ila chromatographie enhape gazeuse (GC - «Gas
Chromatography ») couplée a la spectrométrie desenf@dS - « Mass Spectrometry ») est
justifié pour des analyses plus poussées car elimgi de détecter et discriminer un plus
grand nombre de phénols. Dans ce cas la, les adarapillaires apolaires offrent une bonne
séparation des composés généralement présentdadamaée ou les produits fumés. Elles
sont donc plus utilisées que les autres (Séradt al., 2004 ; Guillén, M.D. et al., 2006).

La qualité de la séparation chromatographique deéngs peut étre améliorée par une

derivatization (Kornreich, M.R. & Issenberg, P., 729 L'emploi du BSTFA
(N,O-Bis(trimethylsilyltrifluoroacetamide ; #CAS :25561-30-2) permet de remplacer
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I'hnydrogene de la fonction hydroxyle des phénols pe groupement triméthylsilyl
(-Si(CHg)3), la réaction pouvant étre facilitée par un caaly comme la pyridine et un
chauffage de I'échantillon proche de son point diiion. Les dérivés obtenus sont plus
volatils et moins susceptibles d’interagir par ti@sons hydrogenes, donnant lieu a des pics
chromatographiques mieux résolus, €élués plus rapmdé et plus symétriquement
(Bhattacharyya, A.C. et al., 1968).

Une meilleure séparation des analytes peut ausei @ditenue a l'aide d’appareils
permettant une double séparation chromatographfgigrre 26). Ceux-ci utilisent deux
colonnes successives afin de résoudre les co-@tutésultantes de la premiére séparation par

élution sur une colonne de nature différente (GEug; Boer, J., 1996).

\

'0
B

ccz ccl ccz

\

P

ccl

| - injecteur ; cc - colonne capillaire ; D - dé&euar ; P - piege ; C - commutateur ; M - modulatéur

Figure 26 : Schéma de principe des appareillages @&C/GC et GCXGC

Dans le cas de « heart-cutting » ou chromatogragtienensionnelle (GC/GC ou MDGC
- « MultiDimensional Gas Chromatography »), destipns de chromatogrammes contenant
des co-élutions sont envoyées sélectivement sulelxiéme colonne (Dunn, M.S. et al.
2004). Un piege cryogénique placé en sortie denc@aetient une fraction de I'éluéat et la
libére -via un commutateur- vers la deuxieme codonn

Pour la chromatographie bidimensionnelle totale XGC ou « Comprehensive two-
dimensional chromatography »), c’est la totalité ladehantillon qui est séparée sur la
premiere colonne et sur la seconde (Schoenmakees,aP, 2003). Pour cela, un modulateur
sert d’interface aux deux colonnes en jouant cyeliment le réle de collecteur et d’injecteur.
Pendant toute I'analyse, il piege les composésasbde la premiere colonne et les envoie
ensuite dans la deuxiéme colonne, avec une fréqu#@chantillonage (quelques secondes)

qui permet de conserver la premiere séparatioruf€ig?).
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..............................................................................................................

Depuis colonne 1 Vers colonne 2.

Les analytes issus de la
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I'entrée du modulateur

Le modulateur arréte les
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Collecteur
Le modulateur libére la fraction:
retenue sous forme d’un pulse

*?f& équivalent a une injection sur l&
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Injecteur E
La fraction réinjectée est :
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nouvelle fraction

3¢ ;}*fﬁg} =

Collecteur

Figure 27 : Fonctionnement séquentiel d’'un modulaigr de GCxGC

Les modulateurs thermiques tendent a étre lesrphendus de par leur efficacité et leur
simplicité (Adahchour, M. et al., 2008). Une altmmoe de jets de gaz froid (0u N, dans
le cas de composés volatils) et chaud sur la celpanmet de retenir et libérer rapidement les

composes circulant dans la colonne (Figure 28).

colonne 1 SRR colonne 2
% Jets chauds en fonction :
'Rl - s o == |e flux d’analytes peut

pénétrer le modulateur.
Jets froids

Jets froids en fonction : Les analytes
arrivant sont piégés au niveau de
I'entrée, ceux qui sont a l'intérieur du
modulateur sont piéges a sa sortie.

deuxiéme colonne de la fraction
retenue a la sortie. Pénétration de la
fraction retenue en entr

A
v
%:
A
Jets chauds en fonction : libération
= des molécules. Injection sur la
A

Figure 28 : Fonctionnement d’'un modulateur thermigue a double jets
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1 Espace 1D

Capacité de pic
totale =M,

— nl _/

Séparation chromatographique simple

(GC; LC)
2 Espace 1D
Capacité de pic
O totale =n; + Ny
Séparation chromatographique bidimensionnelle Résolution sélective
(GC/GC ; LC/LC ; LC/GC) de co-élutions

1 Espace 2D

]

Capacité de pic
totale =Ny X Ny

— nl
Séparation chromatographique bidimensionnelle totad > Double séparation de
(GCxGC ; LCXLC ; LCxGC) tout I'échantillon

Figure 29 : Principe des séparation chromatographiges bidimensionnelles et bidimensionnelle totale
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Le heart-cutting posséde I'avantage de fournir medleure seconde séparation, puisque
celle-ci est réalisée dans des conditions classi¢per opposition a la deuxiéme dimension de
la GCxGC qui est réalisée sur des colonnes coaxtes des temps d’élutions rapides de type
« fast-GC » supposant I'élution réalisée en cood#iisothermes). De plus, elle peut étre
couplée a la détection olfactométrique, tres édislans I'analyse des arbmes (d'Acampora
Zellner, B. et al., 2008 ; Sasamoto, K. & Ochisi, 2010).

Cependant, la GCxGC permet théoriquement d’étudkermélanges plus complexes, car
sa capacité de pics est supérieure (Figure 29).pl@siest, le fait d’utiliser des séparations
chromatographiques différents dans les deux diroessipermet de générer des
chromatogrammes « structurés ». Dans I'espace @ndimensions du chromatogramme, les
composes €élués seront positionnés en fonctionwtddeille chimique et de leurs propriétés,
ce qui peut contribuer a lidentification de com@®snconnus (Marriott, P. & Shellie, R.,
2002).

On peut enfin noter la récente apparition dansitdiographie de ce qui représente
probablement la prochaine étape de I'évolution dppareillages de chromatographie en
phase gazeuse multidimensionnelle : des systémdssrpouvant réaliser conjointement de
la GCxGC et GC-GC. Ainsi, 'ensemble de I'échantillest séparé en deux dimensions
(GCxGC) et des portions contenant des co-élutioos prononcées pour étre résolues ainsi
peuvent étre isolées pour subir une seconde sépamills poussée (GC-GC) (Maikhunthod,
B. et al., 2010).

111.3.1.2.2. Détection et analyse

Classiquement, la détection des composés apréemrélast réalisée par détecteur a
ionisation de flamme (FID - « Flamme lonisation &=or ») et/ou spectrométrie de masse
(MS - « Mass Spectrometry »). Les analyseurs desenkes plus communément utilisés en
sortie de GC sont les quadripéles et les trappessa

Dans le cas de quantification a partir du signasplectrométre de masse, il est préférable
d’utiliser un mode de fonctionnement qui ne détectpie des ions spécifiques des composeés
cibles (SIM - « Single lon Monitoring » dans le cds quadripbles ; SIS - « Single lon
Storage » dans le cas de trappes a ions). En kffetblage d’ions permet d’augmenter la
sensibilité et de limiter le bruit de fond (FernandX. & Cabrol-Bass D., 2007).

Dans le cas de GCxGC, les spectrometres de magygpalguadripble et trappe a ion ne
sont pas adaptés. En effet, la séparation chromagtbigjue réalisée sur la deuxieme colonne
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est une séparation rapide de type « fast-GC » guoinel des pics trés étroits (de I'ordre de
200 ms). La faible fréquence d’acquisition de omsaaeils pose plusieurs problémes (Figure
30):

+ |e tracé chromatographique n’est pas suivi avécigion, ce qui fausse la quantification
en associant a chaque pic des aires mal évaluées ;

+ le nombre de spectres de masse obtenu sur ustpitsaffisant, ce qui donne lieu a des
identifications imprécises ;

+ |le fonctionnement en «scan » peut causer une aishacquisition des spectres

(« distorsion spectrale ») qui rendra encore pifi€ite I'identification par spectre de masse.

Tracé chromatographique réel--

\ Imprécision

Tracé estimé par I'appareil de tracé

- - -
—(O=
n-1 n ., n+1 L n+2 n+3
- ~ J \ ) |
Scan complet a_cqwgﬂon de acqu[smon des
ions a bas m/z ions a haut m/z
Spectre réel
du composé n n+1 n+2
. _ _ _ Distorsion
© © © ©
3 3 3 3 spectrale
© ~ | ~ L | L | © |
m/z m/z m/z m/z

Lesrapports d'intensité des ions sont faussés parueéd qui sépare I'acquisition daens ¢
faible m/z (en début de scan) des ions a m/z éevin de scan

Par exemple la diminution globale d’intensité dgrel au cours du scann + 2» entrain
artificiellement une sous-estimation de l'intensl&s ions lourds, acquis en fin de scan.

Figure 30 : Limitations des spectrométres de massebasse fréguence en couplage avec de la GCxGC
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Bien qu’il soit possible d’augmenter la vitesse cdfaisition d'un quadripble (en
diminuant la plage d'unités de masse atomique Baldgrs d’'un scan ou la résolution de
mesure), les fréquences atteintes par des quaekipdhssiques restent limitées. C’est ce
besoin d'une meilleure fréquence d’acquisition quimposé l'arrivée sur le marché de
quadripbles « rapides ». Cependant, leur usage lseptlur I'instant encore limité a des
plages de mesures de gquelques centaines d'unitésadse atomique (Song, S.M. et al.,
2004 ; Adahchour, M. et al., 2008).

L’analyseur de masse de choix pour la GCxGC est @ofheure actuelle le détecteur a
temps de vol (TOF - « Time Of Flight »). Il permetsuivi simultané de I'ensemble des ions
de la plage de mesure, donnant lieu a une fréqudacguisition constante quelle que soit
son étendue. Il est possible d’obtenir 500 spedoesplets (0-1000 amu) par secondes avec
une résolution d’une unité de masse atomique. Aim@i seulement le suivi du tracé réel du
signal est assuré, mais en plus l'identificatios demposés est plus fiable. De plus, a I'aide
de logiciels adaptés, la grande densité d’inforamatibtenue permet une déconvolution des
pics chromatographiques : des algorithmes perntettien résoudre des co-€lutions par
traitement informatique. En déterminant la conttitou des différentes molécules impliquées
dans le pic réel, le calcul permet de reconstitasrpics individuels tels qu’ils seraient en

I'absence de co-élution (Zeng, Z.-D. et al., 2011).

I\VV. Les hydrocarbures aromatiques polycycliques

IV.1. Caractéristigues générales

Les hydrocarbures aromatiques polycycligues (HABprésentent un ensemble de
molécules organiques hydrophobes formées principaié de carbone et d’hydrogene
organisés en cycles benzéniques condensés. Ce dssnttcomposés environnementaux
ubiquitaires qui ont deux origines principales. &SP d’origine pétrogénique sont générés
naturellement lors de formation des combustiblesifes, et possedent une forte proportion
de ramifications alkyles. Les HAP d’origine pyroggre sont produits par combustion
incompléte de matiére organique (Samanta, S.K2R0@s HAP environnementaux peuvent
donc étre d'origine naturelle (feux de foréts, \dtdi volcanique) mais sont principalement
anthropiques du fait des effluents industriels,l'deinération de déchets, l'utilisation de

moteurs a combustion, etc. (Figure 31).
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|:::> génération de HAP

Figure 31 : Origines de la contamination de I'alimatation humaine par les HAP
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Ces molécules sont considérées comme des polloegdasiques persistants (POP) selon
les criteres du protocole d’Aarhus (1998) et dedavention de Stockholm (2001) :

- toxicité (un ou plusieurs impacts averés sualaé& humaine) ;

- persistance dans I'environnement (résistantsdégxadations biologiques naturelles) ;

- bioaccumulation et bioamplification (concentratidans les tissus vivants et le long de
la chaine alimentaire) ;

- transport a longue distance.

Selon leur nombre de cycles benzéniques, on distings HAP légers qui contiennent

jusqu’a trois cycles des HAP lourds qui en comptrtgiatre et plus.

IV.2. Toxicité

IV.2.1. Métabolisme et toxicité

Les molécules natives de HAP ne possedent pas aojpanutagene. C’est une fois
absorbées par l'organisme qu’elles peuvent acquéripouvoir toxique, suite a I'action
d’enzymes endogénes dont notamment le cytochrodORFigure 32).
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Originellement, cette enzyme joue un rble dans Htoxfication de produits
xénobiotiques : en les convertissant en dérivesdsypiubles, elle les rend plus facilement
éliminables par I'organisme (Andreoli, R. et al999 ; Simon, P. et al., 2000 ; Ferrari, S. et
al., 2002 ; Giessing, A.M.B. et al., 2003). Unetgades HAP qui entrent dans ces chaines de
réactions sera donc métabolisée et éliminées sesiFames diverses, par exemple apres
conversion en poly-hydroxy-HAP dans le foie (Lars@rC. & Larsen, P.B., 1998). Leurs
métabolites et produits de dégradation sont enseiteuvés dans l'urine et les féces sous

forme conjuguée.

s
Liaison a | ADN 5
o =
o %
Benzo[a]pyréne (HAP) BAP 7.8-dihydrodiol 9,10-époxyde
GST
l CYP450 CYP450 Glutathion

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

' ‘O >
1

1 OH
. ‘OQ on

1
1 BAP glutathion conjugué '
i BAP 7.8-époxyde DD BAP 7.8-dihydrodiol I‘ A luge
1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

OH O
oS "
OH OH ™y  OH H
H
__________________________________ 1 e |
| BAP 7.8-catéchol I ' BAP sulfo-conjugué 1 ' BAP glucuronide 1

EH : Epoxyde Hydrolase
DDH : Deshydrogenase | Produits de detoxification
GST : Glutathione-S-Transferase ST
UDP-GT : Uridine DiPhosphate — Glucuronosyl Trars$e

____________________________

Figure 32 : Mécanisme de formation diolépoxydes tigques et de métabolites excrétés par I'organisme a
partir du benzo[a]pyréne

Cependant, une partie des HAP subissant l'actiocydochrome P-450 suivra d’autres
voies métaboliques jusqu’a mener a la formatiodideepoxydes extrémement réactives. Ces
composés néoformés peuvent alors se fixer a lacmeléd’ADN de maniére covalente
(Tamakawa, K., 2004). Ces liaisons altereront eedairéplication du matériel génétique et
pourront entrainer des mutation sources de canegeésg, par exemple par inactivation de

genes suppresseurs de tumeurs (Baird, W.M. é2G05).
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Les travaux démontrant ces mécanismes d’actionssamés tardivement apres la mise en
évidence des problémes de cancers liés aux HARrémiére mise en évidence d'effets
canceérigenes liés aux HAP pourrait dater de 17T&® ithportante occurrence de cancers du
scrotum causée par exposition aux goudrons de fuimée les ramoneurs fut constatée par
Sir Percivall Pott dans un hopital Londonien. Lesnuiéres études toxicologiques montrérent
d’abord la toxicité de dérivés de combustion (irtcuc de carcinomes chez le lapin par le
goudron de charbon : Yamagiwa, K. & Ichikawa, K91%) avant que les HAP ne puissent
étre isolés et testés individuellement. En 1930bémzo[a]pyrene put étre directement
identifié comme responsable de la toxicité de gomsl{Kennaway, E.L., 1924 ; Kennaway,
E.L., 1930).

Le pouvoir toxigue des HAP sur l'organisme est aegt@ par certaines de leurs
caractéristiques physico-chimiques. En effet, m&néeurs propriétés individuelles sont
|égerement variables (selon leur structure et gralement le nombre de cycles ainsi que la
présence de ramifications éventuelles) ce sont damsemble des molécules tres
liposolubles. Leur coefficient de partage octaral/eest relativement élevé (Logii
compris entre 4 et 7 ; Mackay, D., et al., 1992)yae explique leur tendance a gagner les
tissus riches en lipide apres pénétration dangditisme. De cette affinité pour les tissus gras
proviennent en partie leur tendance a la bioaccationl. De plus, la liposolubilité leur
confere une bonne disposition a traverser la memebcallulaire et pénétrer dans les cellules

ou ils pourront avoir leur action adverse sur ’ADN

IV.2.2. Evaluation de la toxicité

Les études toxicologiques menées sur les différeiB individuels ont montré qu'il
existait une large gamme de toxicité parmi lesed#ihts congénéeres de cette famille. Afin de
tenir compte de ce facteur important lors de I'éatibn de la toxicité potentielle de denrées,
le concept d’équivalent toxique (TEQ - « Toxic Baent Quantity ») a été développé.
Plutét que de ne prendre en compte que les massehatjue molécule potentiellement
toxique présente dans un mélange, les masses sadenges en fonction des toxicités
individuelles. Cela suppose que tous les mécanistaesion toxicologiques sont identiques,
gu'il N’y a pas de phénomeénes de synergie ou dmiame dans le mélange et enfin que les
effets toxiques individuels sont additifs.
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En se fondant sur des données toxicologiques, desira (Krewski, D., et al, 1989 ;
Nisbet, I.C.T. & LaGoy, P.K.,1992 ; Malcolm, H.M. &obson, S.,1994) ont établis des
échelles de facteurs d’équivalence toxique (TEH exic Equivalent Factor ») qui servent de

coefficient au calcul du TEQ :

TEQmeange= = ( TEFR x Masse)  avec i les différents HAP du mélange

Les TEF des différents HAP sont habituellement iex@s par rapport a une référence
considérée comme étant la plus toxique et dontle @st fixé a 1. Il s’agit généralement du
benzo[a]pyréne. Par exemple, un TEF de 0,1 pobeme[alanthracene indique que les études

tendent a prouver que celui-ci est dix fois momsdue.

La saisine AFSSA n°2000-SA-0005 du 29 juillet 20@®pose une liste de 11 HAP
(Figure 33) a prendre en compte pour le calcul H®Q ™e produits alimentaires (Tableau 9).
Les TEF associés sont tirés de I'étude de Nisbeagoy (1992) avec une modification : le
TEF du Dibenz[a;h]anthracene a été ramené de ba s anciennes données ayant permis

de fixer cette valeur paraissaient surestiméeg@gard d’études plus récentes.

Benzo[a]pyrene Dibenz[a;h]Janthracéne Benz[a]anthracéne

0008 090

L

Benzo[b]fluoranthéne Benzolj]fluoranthéne Benzolk]fluoranthéne Benzo[g;h;ilpéryléne
OG 0.0 Em., T‘*}
L) 9, AL
Chryséne Fluoranthéne Anthracene

Figure 33 : Structures des 11 HAP cités par la saiee AFSSA n°2000-SA-0005
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Tableau 9 : Liste des TEF associés aux 11 HAP citgar la saisine AFSSA n°2000-SA-0005

HAP TEF
Benzo[a]pyréne 1
Dibenz[a;h]anthracene 1
Benz[a]anthracéne 0,1
Indéno[1,2,3,c-d]pyréne 0,1
Benzolb]fluoranthéne 0,1
Benzo[jJfluoranthéne 0,1
Benzolk]fluoranthéne 0,1
Benzo[g;h;i]pérylene 0,01
Chryséne 0,01
Fluoranthéne 0,01
Anthracéne 0,01

I\VV.2.3. Exposition de I'hnomme

Chez I'homme, I'exposition aux HAP peut se faire diéérentes maniéres. Il est
important de noter que chez les fumeurs, la constiomde tabac représente 90 a 95% de
I'exposition aux HAP (Menzie, C.A., et al., 1998, fumée de tabac étant tres riche en HAP.
D’autre part, I'absorption cutanée peut aussi rggméer une voie majoritaire dans certaines
situations (par exemple pour certains métiers datides mettant en ceuvres des
combustions).

Ces apports particuliers de HAP mis a part, I'exjpms humaine se fait principalement
par I'inhalation de I'air et I'ingestion de prodsiialimentaires. Les niveaux apportés par I'air
ambiant varient grandement selon des parameteguel le niveau d’urbanisation et de trafic
routier (Marvin, C.H., et al., 1999). De plus, Ismption par I'organisme apres inhalation des
particules porteuses de HAP peut varier selon lanigométrie de celles-ci et leur

composition (et donc l'affinité des HAP pour elles)

La contamination des aliments intervient de nomégeuacons. Les matieres premieres
peuvent étre contaminées via I'atmosphere (Rojodgo) M.C. & Toledo, M.C.F., 2003) et
les sols qui peuvent atteindre des niveaux éleeésdtamination, en particulier a proximité
d’'industries (Berset, J.D. et al., 1999 ; Bakker,l.Mt al., 2000). Ainsi, les organismes
destinés a I'alimentation peuvent étre contamirggslgur environnement (Rey-Salgueiro, L.
et al.,, 2008a). Ceci peut étre di a des phénompaestuels, comme dans le cas des
mollusques marins, dont les niveaux de contaminati@bituellement faibles peuvent

augmenter fortement suite a des marées noires §Arigl;; et al., 2004). Méme les animaux

76



Etude Bibliographique

d’élevage a I'environnement contrdlé peuvent étmetaminés par leur alimentation, comme
cela a été montré chez les saumons (Easton, M.&.hl,, 2002).

De plus, les HAP étant soumis a des phénoménemadechmulation dans les organismes
(par stockage dans les tissus gras), ils ont texdanse concentrer le long de la chaine
alimentaire. On parle de bioamplification, qui pantener a de forts niveaux de HAP dans
certains organismes destinés a l'alimentation (feig4).

Environnement

Figure 34 : Bioamplification des HAP dans la pyramile trophique marine

Par ailleurs, les aliments peuvent étre encorecleisrien HAP par les étapes de
transformation, qu’elles soient culinaires ou irtdefies (Philips, D.H., 1999). Des procédés
industriels tels que la torréfaction (Koffi Houessd. et al., 2005) ou le raffinage des huiles
(Pupin, A.M. & Toledo, M.C.F., 1996 ; Moret, S. &#6te, L.S., 2000 ; Barranco, A. et al.,
2003 ; Lacoste, F. et al., 2003) peuvent induire entamination supplémentaires. Pour ce
qui concerne le fumage, il a été identifié commerse de HAP dans des aliments fumés de
natures et d'origine variées : fromages (Pagli@aet al., 2003), marcs (Da Porto, C. et al.,
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2005), produits carnés (Sikorski, Z.E., 1989 ; 3aka, B. et al., 2004), produits marins
(Kannapan, S. et al., 2000), etc.

Les pratiques culinaires incriminées dans I'expositles consommateurs aux HAP sont
celles qui emploient de fortes températures tajles la friture, le grillage, le toastage et le
barbecue (Zabik, M.E. et al.,, 1996 ; Wu, J. et 8097 ; Mottier, P. et al.,, 2000 ; Rey-
Salgueiro, L. et al., 2008b). Du fait de I'absendeemaitrise du procédé, les contaminations

obtenues sont largement variables mais elles péatteindre des niveaux éleveés.

IV.3. Génération des HAP dans la fumée

IV.3.1. Mécanismes de production

Bien que les mécanismes réactionnels menant athugtion de HAP a partir de matiere
carbonée aient été largement étudiées, la préskrscelAP dans les fumées alimentaires est
encore mal expliguée. En effet, les études onm&@ées principalement sur des processus
pyrolytiques a trés haute température, bien sup@&sea celles mises en jeu dans l'industrie
du fumage.

Il est bien accepté a I'heure actuelle qu'une gesde partie de la production des HAP
passe par l'addition de radicaux alkyles sur lacbd®in premier cycle benzénique. De
nombreux auteurs ont donc proposé des voies deafummde celui-ci a partir de différents
composes carbonés (voie en €C; ; voie en G + G ; voie en G + C;) (Cole, J.A. et al.,
1984 ; Miller, J.A. & Melius, C.F., 1992). Cellesfont intervenir des dérivés de l'acétylene
qui sont facilement produits a partir de la pyrelye bois. Cependant, ces phénomenes ont
pu étre observés et modélisés pour des systememuta kempérature (plus de 600 °C)
produisant des flammes, deux caractéristiques’quenk retrouve normalement pas dans les
générateurs de fumée « alimentaire ».

Il est possible d’envisager la production des HAfagIr des cycles benzéniques présents
originellement dans le bois, en particulier dankgiaine (voir 11.1.1, p.30). En effet, durant la
pyrolyse, les effets de thermodégradation affecteréférentiellement les hétérocycles
furannes et pyranes, alors que les noyaux benzémiglus stables gardent leur intégrité
cyclique (Sainclivier, 1985b).

Ces noyaux benzéniques peuvent alors entrer daessgmble de réactions connues sous
I'acronyme « HACA » pour « Hydrogen Abstraction arGon Addition » (Frenklach, M. &
Wang, H., 1990). Ce processus compte deux étapesigaies répétitives: d’abord,
arrachement d’un hydrogéne sur un composé aroneasigiri de I'addition d’acétyléne sur le
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radical formé (Figure 35-A). D’autres voies de $y#te des HAP a partir du noyau benzéne
existent par ailleurs, par combinaison de radic&sds (Figure 35-B) ou par addition du

radical phényl directement sur un noyau benzenexptant (Figure 35-C).

..............................................................................................................

C_C—H C=C—H
. +CoH, :/ C/ +CyH, +C H_;_,
- H 7H2
—HI+C2H2

C=C— C=C—H

-~ o8.00-100

A - Schéma réactionnel de production avec mécani$A@A
(d’aprés Frenklach, M. et al., 1984)

i@m2 ~co @___ O

Jeo- o daen

B - Schéma réactionnel de production par des rasi€gHs
(d’aprés Dias, V. & Vandooren, J., 2004)1

O O-"~0-0-+~0-0

CH=CH"

G0 - G-

C - Schéma réactionnel de production par additembehzene et radical phényl
(d’apres Frenklach, M. et al., 1986) i

Figure 35 : Principaux schémas réactionnels de praattion de HAPs a partir du noyau benzéne
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Les études portant sur des systéemes proches geolgige du bois dans les générateurs de
fumée sont principalement celles qui portent sypyieolyse de tabac. En effet, on retrouve
dans la feuille de tabac la plupart des constigidatbois, méme si leurs ratios ne sont pas les
mémes. Dans ce cas la, c’est aussi principaleraegégrération des HAP a haute température
qui est trées documentée (Chortyk, O.T. & SchlotenaW.S., 1973 ; Rodgman, A., 2001). Il
s’avere qu’alors, les mécanismes décrits précédemnseenblent envisageable, que ce soit par
cyclisation directe ou par l'intermédiaire d’espeohimiques réactives (Baker, R.R., 1987 ;
Rodgman, A. et al., 2000 ; Smith, C.J., 2000).

Cependant, certaines études récentes tentent idjegpleur occurrence dans des fumées
de tabac obtenues a de plus faibles températufi® (€®). Il a pu étre montré notamment que
la génération des HAP se ferait préférentiellentlams la zone de décomposition anaérobie
puisque l'apport d’'oxygene dans le systéme rédignificativement leur génération
(McGrath, T.E. et al.,, 2001). lls ne seraient celah pas obtenus directement par
thermodégradation et réarrangement de la mati@mipre, mais produits par le chauffage
secondaire des goudrons issus de la pyrolyse perdai la matiére végétale (McGrath, T.E.
et al., 2007), en particulier par condensation égtrrangement de composeés aliphatiques
(McGrath, T.E. et al., 2003). Ces résultats justifiles recommandations d’utiliser de basses
températures de pyrolyse pour la production de &oa& les goudrons obtenus en dessous de
600 °C sont moins susceptibles de produire des HAd&rath, T.E. et al., 2001). Enfin cette
série d’études montre que les parois cellulairesbéent étre les précurseurs privilégiés pour
ces réactions, ce qui pourrait confirmer l'implioat des noyaux aromatiques préexistants
dans la lignine (McGrath, T.E. et al., 2005).

L’ensemble de ces mécanismes prouve la complengéeprésente la compréhension de
la formation des HAP contaminant la fumée au mondensa production. Les températures
développées par ces systemes, la complexité de akiéran premiére pyrolysée et les
éventuelles hétérogénéités de température fontlegienécanismes sous-jacents restent a

I'heure actuelle mal définis.

IV.3.2. Variations de la contamination des fumées

Méme si le processus de production de HAP est wrahw, il a clairement été prouvé
depuis longtemps que les parameétres technologsprescapables de l'influencer et relévent

donc d’'une importance déterminante pour la contatian finale du produit.
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Ainsi, il a été montré une claire relation linéa@etre la température de pyrolyse et la
production de HAP, en particulier du benzo[a]pytédans un domaine allant de 400 a
1000 °C (Potthast, K.,1978). Il peut donc existes differences de teneur en HAP dans la
fumée et le produit fini en fonction du type de @eéxteur utilisé, puisqu’ils n'opérent pas tous
a la méme température. Une comparaison directgéeSrateurs modernes a montré que la
plaque thermostatée induisait moins de contaminatéms le saumon fumé (Varlet, V., et al.,
2007a).

De méme que I'essence de bois influence grandelmdotmation de composés odorants
(voir 11.2.2.1, p.40), celle-ci peut considérablamhehanger la teneur en HAP individuels et
en HAP totaux. Par exemple, la teneur en HAP dedéa fumées dans des conditions
identiques peut varier d’'un ordre 10 selon I'essetie bois utilisée pour générer la fumée :
47,94 ug/kg pour du pommier contre 470,91 pg/kg pleul’épicéa (Stumpeiisna, I. et al.,
2008). En effet, les bois résineux ont tendanceodyire plus de HAP, phénoméne que I'on
retrouve dans le cas d’'un fumage particulier : fulmage noir ». Pour ce type de fumage,
I'emploi de bois résineux pyrolysés a haute tentpéea(700 a 900 °C) permet de rendre le
produit plus noir, mais entraine aussi une fortetaxmination en HAP (Potthast, K., 1982 ;
Mdiller, W.D., 1991).

Il est possible de tirer partie de l'influence dparametres technologiques sur la
contamination de la fumée en HAP pour réduire lendisence dans le produit fini. Ainsi,
I'emploi de générateurs externes permet de dimisiggificativement les contaminations par
rapport au fumage traditionnel et aux armoires rbo® qui ménent a de fortes et tres
variables teneurs en HAP (Chandrasekhar, T.C. &Kappa, K.M., 1985). Les goudrons et
HAP peu volatils doivent parcourir une plus grawdiance avant d’atteindre le produit, ce
qui permet leur refroidissement et leur condenegfiolligné, 1. et al., 2001).

Le découplage de la génération de fumée et du famagl possible la mise en place de
systéme d’épuration pour réduire encore les tersutsAP dans la fumée au moment de son
utilisation. Qu’il s’agisse de filtres, d’épuratioglectrostatique, de rideaux d’eau ou de
biofiltres, le but recherché est principalementidigner une partie de la phase particulaire de
la fumée puisque c’est celle-ci qui est porteusmpmsés les plus lourds, et donc d'une
grande partie des HAP (Rusz, J. & Miler, K.B.M.,7I9; Hollenbeck, C.M., 1997).
Inversement, la mise en place de fumage électiggéaugmente la contamination en HAP

dans le produit, puisqu’elle favorise le dépot padicules de fumée (Sirami, J., 1981).
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L'utilisation de fumées liquides peut étre consé@ecomme le stade le plus avancé de ces
techniques de purification de la fumée et il arétintré qu’elle menait & de faibles taux de
contamination en HAP (Hattula, T. et al., 2001). éffet, I'utilisateur peut connaitre a priori
la composition de la fumée utilisée afin de comeadbn niveau de contamination avant méme
de traiter le produit. De plus, il est possible duire de maniere significative la
concentration des HAP en milieu liquide, et donc meifier les fumées liquides. Par
exemple, des polymeres adsorbants directement iggsen milieux agueux permettent un
piegeage des HAP dissous, avec la possibilité denger drastiquement Iefficacité
d’épuration du polymére par des technigues d’emfanoléculaire (Krupadam, R.J. et al.,
2010). L'adsorption significative des HAP conterlass des fumées liquides sur de simples
films de polyéthyléne de basse densité a aussiofigtatée (Simko, P. et al., 1993 ; Chen., S.
& Chen, S., 2005). Ceci permet de réduire sigrifieanent la contamination des fumées

liquides avant leur mise en ceuvre par une simpleedéde stockage dans le contenant adapté.

IV.4. Législation relative aux HAP dans les aliment s

En 2002, le SCF (« Scientific Committee on Foodie®)l'Union Européenne a pris en
considération 33 congéneres de HAP (Scientific Cdatamon Food, 2002). Parmi eux, 15
HAP génotoxiques et carcinogenes ont été mis entax@nme devant étre prioritaires en
terme de surveillance et d'évaluation des risquemitares: benzanthracene,
benzop]fluoranthéne, benz@fluoranthéne, benzélfluoranthéne, benzghilpéryléne,
benzof]pyrene, chrysene, cyclopentd]pyréne, dibend,hjanthracene, dibenzadpyréne,
dibenzop,hpyréne, dibenzd,ilpyrene, dibenzd,l]pyrene, indéno[l,2,8dpyrene et
5-méthylchryséne.

Le JECFA (« Joint FAO/WHO Expert Committee on Fddtitives ») est arrivé a des
conclusions sensiblement identiques en 2005, eonmme@ndant cependant l'ajout du
benzo[c]fluorene (JECFA, 2005). En effet, mémeesi dlonnées faisant état de sa présence
dans les aliments restent rare, les études deittoxdar le rat tendent a prouver qu’il peut

induire des cancers par exposition orale.

Jusque récemment, le benzo[a]pyrene seul étaiisauticomme indicateur des
contaminations des produits alimentaires en HAR@agenes. Ceci justifie le fait qu’il ait
été le seul a faire I'objet d’'une législation et @meurs maximales admissibles dans les
aliments. Cependant, suite & une recommandatiativela la poursuite des recherches sur les
taux de HAP dans certaines denrées alimentair€s(208/CE, Union Européenne, 2005a), il
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est clairement établi par TEFSA (« European Foadefy Authority ») que ce n’est pas un
indicateur fiable.

En 2008, apres évaluation de la possibilité dseililes TEF/TEQ ou des sommes de HAP
ciblés (Tableau 10), ITEFSA recommande ['utilisatide I'indicateur « HAP4 » représentant
la somme des benzo[a]pyrene, chryséne, benz[adamthe et benzo[b]fluoranthene (EFSA,
2008).

Tableau 10 : Groupes de HAP évalués par 'EFSA comeindicateurs de contamination

HAP cancérigéne « HAP8 » « HAP4 » « HAP2 »
benz[ aJanthracéne X X

benzo[ b]fluoranthene X X

benzolk]fluoranthéne X

benzo[ghi]péryléne X

benzo[ a]pyrene X X X
chrysene X X X
dibenz[a,h]anthracéne X

indéno[1,2,3-cd]pyréne X

Ces recommandations feront évoluer la [égislatimo@éenne en vigueur qui ne concerne
pour l'instant que le benzo[a]pyréne (Tableau Blyheure actuelle, les teneurs maximales
acceptables dans les aliments sujets a contanmnatio été fixées par la commission de
régulation 208/2005 de I'Union Européenne (spégdiqaux HAP) et reprises par la
commission de régulation 1881/2006 (relative a uang nombre de contaminants

alimentaires) (Union Européenne, 2005b ; 2006).

Tableau 11 : Réglementation européenne en vigueupmcernant la contamination en HAP des produits
alimentaires, seul le benzo[a]pyréne est concerné

Produit Concentration maximale
(ug/kg de poids frais)
Huiles et matieres grasses pour consommation humaine directe ou 20
utilisation en tant qu'ingrédient alimentaire '
Aliments pour enfants et nourrissons 1,0
Viandes fumées et produits de viande fumée 50
Muscle de poisson fumé et produits de la péche fumés, a 50
I'exception des bivalves '
Muscle de poisson non fumé 2,0
Crustacés et céphalopodes non fumés 50
Bivalves 10,0

Cependant, lI'amendement de cette derniére fixea reuvelles contaminations
admissibles dans certains produits alimentaires aa fdis pour le benzo[a]pyréne
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individuellement, mais aussi pour la somme desrgudfAP constituant le groupe « HAP4 »
(Tableau 12).

Tableau 12 : Extrait de la réglementation européen@ a venir concernant la contamination en HAP des
produits alimentaires

Concentration maximale
Produit (ug/kg de poids frais)
Benzo[a]pyrene z HAP4
5,0 30,0
Viandes fumées et produits de viande fumée ; (jusqu'au 31/08/2014) (10/09/2012 & 31/08/2014)
viandes frittes et produits de viandes frittes 2,0 12,0
(a partir du 01/09/2014) (a partir du 01/09/2014)
5,0 30,0
Muscle de poisson fumé et produits de la peche (jusqu’au 31/08/2014) (10/09/2012 & 31/08/2014)
fumés (a I'exclusion des suivants) 2,0 12,0
(a partir du 01/09/2014) (a partir du 01/09/2014)
, . e 5,0 30,0
Sprat fumé et sprat fumé en conserve ; bivalves (a partir du 01/12/2012) (& partir du 01/12/2012)
. , 6,0 35,0
Bivalves fumés (& partir du 01/12/2012) (a partir du 01/12/2012)

Bien que ca ne soit pas le cas en France, on ped @réciser que certains pays
européens (notamment I'ltalie, I'Allemagne, 'Espag etc.) appliquaient déja des limites
reglementaires a certains HAP dans les alimeniscfpalement, huiles, viandes et poissons
fumés) (Wenzl, T. et al., 2006). Lorsque ces reglas spécifigues ne sont pas moins

limitatifs que les normes européennes, ils regppticables localement.

Les bas niveaux de contamination tolérés ont implepéiis quelques années I'emploi de
méthodes d’analyses ayant des limites de déte€tiob - « Limit Of Detection ») et de
quantification (LOQ - « Limit Of Quantification >tfes basses. A présent, I'évolution de la
législation vers la prise en compte systématique glus grand nombre de HAP exige de ces

méthodes d’analyse plus de sélectivité et sengibili

IV.5. Techniques d’analyse des HAP

L’analyse des HAP est rendue possible dans un la@gentail de milieux -tant
environnementaux qu'alimentaires- de par la divérgies techniques disponibles. Les
différences de composition existantes entre matredenentaires ont mené a une grande
diversification des voies de préparation, d’exitacet d’analyse des HAP présents dans les
aliments.

La Figure 36 présente les méthodes et techniquetogées (principales et émergentes).

Il faut cependant garder a I'esprit que cette regméation synthétique ne rend pas compte de
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'ensemble des possibilités exploitées a I'heurtuelle. Notamment, certaines méthodes
permettent de réaliser conjointement une étaperdetion et de purification de I'échantillon

(par exemple, extraction en phase supercritique prxésence d’'un adsorbangslC

..............................................................................................................

Préparation d’échantillon

Lyophilisation Addition de Sel (N&O,, NaCl, NaC,0,)
Dilution Saponification
Extraction
Solvant
Simple Assistée
LLE USE PLE
SLE ASE SFE
Soxhlet MAE MASE

Purification d’extrait

Saponification SEE LLE PG CC (silice ; alumine)

Séparation

Détection

Spectrométrie de masse Spectrophotométrie

uv FLC

Q IT QgQ Secteur magnétique TG)

Figure 36 : Principales technigues utilisées poutdnalyse des HAP

I\VV.5.1. Extraction et purification

La préparation de I'échantillon peut étre une étepé pour la qualité de l'analyse. Les

méthodes appliquées recoupent lI'ensemble des tpa®i préparatives classiques de
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lyophilisation, homogénéisation, centrifugatiorg. dt’addition de sels peut aussi étre réalisée
pour améliorer I'extraction ultérieure, dont notaemh: NaSQO,, NaCl ou NaC,0, (Jie, F. &
Kai-Xiong, W., 2007 ; Anyakora, C. et al., 2005raki, R.Y., et al., 2001). La dilution des
matrices de type huile alimentaire dans un soleahtouramment réalisée a I'hexane (Moret,
S., Conte, L.S., 2000).

Dans le cas de matrices semi-grasses comme leoppisssaponification reste une des
étapes de préparation les plus employées car elimgb d’éliminer la matiere grasse de
I'échantillon. Bien gu’'une perte d’analyte puisseeéconstatée a ce stade (a cause de
phénomeénes de partition avec la phase alcooliddettier, P. et al., 2000), elle peut se
révéler nécessaire pour des matrices qui induiseaticoup de lipides co-extraits. Ceux-ci,
s’ils ne sont pas éliminés pourront avoir un impaégatif sur les limites de détection au
moment de I'analyse finale.

Pour cette étape, des solutions éthanolique ouanélique de potasse ou de soude sont
généralement employées (Simon, R., et al., 2008ret¥a, W. et al., 2001 ; Moret, S., Conte,
L.S., 2000). Il est également possible de réalisienultanément la saponification et

I'extraction dans le cas de l'utilisation de I'appihde Soxhlet (Figure 37).

e a——————— 1]

b
3-Condensationdes N
vapeurs de solvant :

4- Chute de solvant
liquide dans la chambre
de mélange

2- Montée de vapeurs
de solvant pauvres en-.........

solvant en analytes au
analytes

contact de I'échantillon

6- Recyclage du solvant
enrichi via le siphon de

: retour= enrichissement
1- Chauffagedu . : continu du solvant dans le

solvant d’extraction ballon en analytes

5- Enrichissement du :

Figure 37 : Schéma de principe de I'appareil de Sotet
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Les techniques d’extraction les plus répanduessesiosur une extraction au solvant.
Parmi elles, I'appareil de Sohxlet reste trés largeat utilisé pour les matrices alimentaires
(Figure 37) (Anyakora, C. et al., 2005 ; Janskaebal., 2004 ; Araki, R.Y. et al., 2001).

Les extractions liquide - liquide (LLE - «liquigjlid extraction ») et solide - liquide
(SLE - «solid-liquid extraction ») sont aussi kamgent utilisées. Bien qu’elles soient
originellement mises en place de maniere simpls, techniques « assistées » se sont
largement répandues et permettent d’améliorerrbexibn a I'aide de :

+ ultrasons : USE - « ultrasound extraction » (Chghi., et al., 1996 ; Chen, B.H. &
Lin, Y.S.,1997) ;

+ micro-ondes : MAE - « Microwave assisted extractio(Pena, T. et al.,, 2006 ;
Purcaro, G. et al., 2009 ; Navarro, P. et al., 2006

¢ pressurisation : PLE - « pressurized-liquid extoac» (Janska, M. et al., 2004 ;
Martinez, E. et al., 2004) et ASE - « accelerat@gent extraction » (Wang, G. et al.,1999 ;
Varlet, V. et al., 2007a).

Elles ont en outre I'avantage de réduire les qtestie solvant consommeées par rapport
au Soxhlet, pour des résultats souvent comparables.

Dans tous les cas, la qualité de I'extraction ddpen grande partie de la polarité du
solvant utilisé. Les plus classiques sont des stdvapolaires comme I'hexane ou le
cyclohexane mais le diméthylsulfoxyde (DMSO) esdlégent utilisé, en particulier pour les
huiles alimentaires (Guillén, M.D. et al., 2004gndey, M.K. et al., 2004). Le mélange de
solvants apolaires avec d’autres plus polaires passi étre réalisé, pour réduire le taux de
matiere grasse co-extraite. De plus, des agenidra@ion ou de complexation comme la
caféine ou les ions Ag+ ont aussi été utilisés @onéliorer la qualité de I'extraction (Moret,
S. & Conte, L.S., 2000 ; Lee, J.H. et al., 2004).

On peut enfin citer deux autres techniques utitisias solvants :

L’extraction au fluide supercritique (SFE - « Sugétical Fluid Extraction » ; Ali, Md.Y.
& Cole, R.B., 2002 ; Ali, Md.Y. & Cole, R.B., 20Q1Ali, Md.Y. & Cole, R.B., 1998). Bien
gu’elle soit plutdt utilisée pour des matrices eanhementales (trées contaminées et pauvres
en matieres grasses), elle peut étre appliquéesaalit@eents avec I'ajout d’adsorbant qui

permet une purification simultanée.
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L’extraction assistée par membrane (MASE - « MemérAssisted Solvent Extraction »)
(Figure 38). Celle-ci se révélerait particuliereméméressante vis-a-vis des HAP légers
(Gomes-Zuin, V. et al., 2006). En effet, Les fagbtpiantités de solvant utilisées dispensent

d’'une étape de concentration par évaporation oupddggs sont souvent constatées sur ces

0- Mise en place  1-Introduction 2- Enrichissement 3- Prélevement
de la membrane  du solvant du solvant pour analyse

analytes.

oy
i !
! - |
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Figure 38 : Schéma de principe d’'une MASE

Bien qu’il soit possible de réduire la quantité cmmposés co-extraits, une étape de
purification de I'extrait reste presque toujourdigditoire pour les extractions au solvant.
Certains auteurs ont réalisé la saponificationliggdes en post-extraction lorsqu’elle n’avait
pas été incluse dans la préparation de I'échantdlo dans I'extraction au Soxhlet (Martinez,
E. et al., 2004). Il existe cependant d’autres watis d’élimination des lipides, en particulier
la chromatographie par perméation de gel (GPC eld@rmeation-Chromatography ») avec
des phases de type copolymeére styrene-divinylben@allesteros, E. et al., 2006 ; Jira, W.,
2004b ; Djinovic, J. et al., 2008a ; Jie, F. & K&aong, W., 2007).

La purification d’extraits originale sur colonneatlimine ou de silice activée reste trés
largement employée (Barranco, A. et al., 2004 ;degnM.K. et al., 2004). Son utilisation
tend néanmoins a étre remplacée par des extraaiomhase solide (SPE - « Solid Phase
Extraction ») qui s’averent plus facilement mises aeuvre (Figure 39). Le choix de la
cartouche utilisée dépend largement de la méthwkeraction et de I'échantillon puisque ce
sont les deux facteurs qui déterminent la commositle I'extrait a traiter (et donc des
impuretés a éliminer). Les milieux utilisés soas @artouches a base de silicg, Cs, oxyde
de silice / oxyde de magnésium (Floff§il ou encore styréne-divinylbenzéne
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(ENVI-Chrom P). En particulier, les copolyméres styréne-divimyléne offrent de bons
résultats car ils permettent des interactiomsentre les cycles de la phase stationnaire et ceux
des HAP. Ceci a pour effet une meilleure rétendes HAP, en particulier par rapport aux
matieres grasses qui peuvent étre éliminées lorsngage de la colonne (Marcé, R.M. &
Borrull, F., 2000).

Tube de récupération- *
3
‘ \ 03 **

& *

0- Conditionnement 1- Passage de 2- Ringcage au 3- Passage d'un
préalable de la I'extrait solvant B solvant C
colonne par passage = Rétention - Elimination - Elution des
d’'un solvant A analytes+ impuretés des impuretés analytes

Figure 39 : Schéma de principe d’'une purification pr SPE a rincage spécifique

En marge des extractions au solvant, des extractiblisant des adsorbants ont été mises
au point. L’avantage des ces méthodes repose biemst sur une facilité de mise en ceuvre,
une économie de solvant et une automatisation.dd#es le cadre d’analyses de HAP, elles
permettent en plus d’éviter les étapes de condenmirpar évaporation de solvant. Celles-ci
sont des étapes critiques ou une partie des asdBmeparticulier pour les HAP a 4 cycles et
moins) peut étre perdue. Enfin, la plupart de cdsaetions ne sont pas obligatoirement
accompagnées d’'une purification.

Différentes applications de la SPME ont été miseplace. L’analyse de I'espace de téte
par SMPE (HS-SPME) permet de détecter les HAPIleslpgers (jusqu’a 4 cycles) avec des
phases de type polyacrylate (Guillén, M.D. & Ertdea M.C., 2002b) ou PDMS-DVB
(Polydimethylsiloxane/Divinylbenzene) (Aguinaga, Mt al., 2008b). La génération de

I'espace de téte dans le vial expérimental peetréalisée par exposition directe de I'aliment
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s(Guillén, M.D. & Errecalde, M.C., 2002b), ou apssn homogénéisation dans en milieu
liquide (Aguinaga, N. et al., 2008b). On peut caassi la SPME-DED (« Solid Phase Micro-
Extraction - Direct Exposition Device »), une teicfue de SPME développée pour permettre
I'extraction directe dans un aliment solide (Mariih & Ruiz, J., 2007). La fibre est baignée
dans une gélatine modeéle qui permet l'interactimirecte entre la fibre et le produit (les
HAP diffusant depuis le produit vers la fibre avees la gélatine), le systéme étant protégé
par une sonde rigide poreuse insérée directemestl@diment.

Une des limites de la SPME étant sa faible surtfadsorbant, l'utilisation du SBSE
(« Stir-Bar Sorptive Extraction ») tend a se déppkr, car celui-ci posseéde une plus grande
surface et donc une plus grande capacité de piégEamyix méthodes existent pour analyser
la fraction retenue par le polymére : par désomptieermique (au niveau de l'injecteur du
chromatographe) ou par dissolution dans un solapptoprié. Originellement, le SBSE a été
créé pour étre immergé en milieu liquide ce quiliege qu’il ait principalement été testé a
I'heure actuelle sur des boissons (Gomes-Zuin, t\al.e 2005). Cependant, son utilisation
dans I'espace de téte (HSSE - « HeadSpace Sofgtivaction ») reste envisageable (David,
F. & Sandra, P., 2007).

Enfin, des méthodes utilisant des adsorbants solidké aussi été utilisés pour lI'analyse
directe de HAP dans les fumées ou les gaz (DooS&arbosa, J.M. et al., 2006 ; Sadhra, S.
& Wheatley, A.D., 2007). lls nécessitent cependdrétre couplés a des techniques
d’extraction déja décrites: extraction liquideolide (Li, S. et al, 2003),
extraction-distillation simultanée (Forehand, JkBal., 2000), Sohxlet (Chen, Y.C. & Chen,
B.H., 2003), ultrasons (Gundel, L.A. et al., 1994y;.

IV.5.2. Analyses chromatographiques

Les deux types de séparation appliquées pour Vyaeal d’extraits de HAP sont la
chromatographie en phase gazeuse (GC - « Gaz Ctugraphy ») et la chromatographie en
phase liquide (LC - « Liquid Chromatography »). Glree d’entre-elle offre des avantages et
des inconvénients spécifiques, ainsi que l'acadssadétecteurs différents.

Alors que la GC possede un plus grand pouvoir ué$ola LC permet de réduire les
temps d’analyse et de séparer plus facilementinsrisomeéres (Simko, P., 2002 ; Chiu, C.P.
et al., 1997).
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Initialement, la détermination des HAP par LC étadialisée a l'aide de détecteurs a
ultraviolet mais ceux-ci présentent des limitatiogrs terme de sélectivité, de limite de
détection et de discrimination des interférencessdula matrice. lls ont été remplacés par des
détecteurs a florescence (FLD - « FLuorescencechete»), a longueur d’'onde d’excitation
et d’émission variable (dans des gammes 216-596tr@260-500 nm respectivement) (Plaza-
Bolafios et al., 2010).

En dépit de son codt relativement faible qui jisst#fa trés large utilisation, le couple LC-
FLD peut manquer de sélectivité et imposer I'usdgda GC-MS pour confirmer certains
résultats (Chiu, C.P. et al., 1997 ; Houessou, 8tlal., 2006). En particulier, les HAP alkylés
peuvent poser probleme car il possédent les mémmwigtés de fluorescence que leurs
parents non substitués et peuvent donc interférec #analyse. De plus, certains HAP
n’'induisent pas (cyclopenta[cd]pyrene ; Simon, R.ak, 2008) ou peu de fluorescence
(naphtaléne, acenaphtyléne , acenaphtene , flupi@ae S.-S. et al., 2009) quelle que soit la
longueur d’'onde d’excitation. La détection par flegcence n’est donc pas adaptée a leur
analyse. Enfin, ce type de détecteur ne permetpatistinguer un HAP « natif » du méme
HAP a marquage isotopique, ce qui limite l'utilisat d’étalons internes marqués, pourtant
largement utilisés avec la GC-MS.

Bien gu'il soit parfois utilisé dans certaines asek de HAP alimentaires, le couplage
LC-MS a plutét été appliqué a des matrices envieomntales (Lien, G.-W. et al., 2007 ;
Robb, D.B. et al., 2000) ou biologiques (Ferrarj, & al., 2002 ; Van De Wiele, T.R. et al.,
2004).

Aujourd’hui, la CG a tendance a prendre le padaWwC (Plaza-Bolafos et al., 2010) et
elle a pu étre appliquée a l'analyse des HAP dangrand nombre de matrices : huiles
alimentaires (Guillén, M.D. et al., 2004 ; Vichi, &t al., 2005), lait (Aguinaga, N. et al.,
2008a ; Aguinaga, N. et al., 2007), viande fun@gn6vic, J. et al., 2008a ; Djinovic, J. et
al., 2008b ; Martin, D. & Ruiz, J., 2007 ; Jira, VE004b), poisson (Araki, R.Y. et al., 2001 ;
Anyakora, C. et al., 2005) poisson fumé (Wang,t@l.€1999 ; Varlet, V. et al., 2007a), etc.

Différents types de colonnes ont été utilisées paweparation des HAP en GC, afin de
résoudre les co-élutions les plus problématiquemeinées dans les mélanges de HAP :

+ chryséne / triphénylene / cyclopenta[cd]pyrénenZja]anthracene ;
+ benzo[b]fluoranthene / benzolj]fluoranthene / bghklfluoranthéne ;

+ dibenzo[a,c]lanthracene / dibenzo[a,h]anthracéméého[1,2,3-cd]pyréne.
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La Figure 40 présente certains des résultats obtpau Gomez-Ruiz, J.A. & Wenz| T.
(2009) pour la résolution simultanée de ces caegiugn utilisant des colonnes de différentes
polarités (dont une colonne dite « autosélectig®nt la polarité de la phase stationnaire est
sensée s'ajuster a la polarité des analytes : @ptigr6). C'est la colonne de polarité

moyenne DB-17MS (50% phényl-méthylpolysiloxane) guiermis la séparation des analytes

(d’aprés Gémez-Ruiz, J.A. & Wenzl T, 2009)
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Figure 40 : Séparation chromatographique de co-éligins critigues de HAP avec des colonnes capillaires
de différentes polarités

Ce type de co-élutions est d’autant plus problémas lorsqu’elles impliquent des HAP
présentant des ions isobares (comme dans le cadateofluoranthénes ou du triplet
chryséne / triphényléne / benz[a]anthracéne). [at,afe type de cas de figure empéche une
résolution a l'aide du spectrométre de masse gudatification exacte des composés dont les
pics chromatographiques se superposent, mémelleangat. Afin d’ameéliorer la qualité de
'analyse lorsque la parfaite séparation des aeslytest pas réalisable, des formules de
calcul peuvent étre utilisées pour compenser lesues de quantification induites (Veyrand,
B. et al., 2007).
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Les spectrométres de masse principalement utéisésombinaison avec la GC sont des
quadripbles simples opérant en mode SIM (« Single Monitoring »). L'utilisation des
trappes aion (IT - « lon trap ») bien que plugrast aussi a citer. La spectrométrie de masse
a haute résolution (principalement a secteur maguedt a aussi été employée pour ce type
d’analyses mais son emploi reste limité par le caStappareils utilisés.

Les HAP étant des molécules tres stables, ellespgmnfragmentées méme en ionisation
forte, ce qui a poussé a la mise au point de méthatilisant la spectrométrie de masse en
tandem (MS/MS). Les systemes triple quadripola{@gQ) permettent une fragmentation
secondaire a laquelle les HAP a analyser serortbatgment moins sensibles que les
molécules co-€éluées. Le suivi des transitions loesg(simple ou multiple) s’avere donc alors
utile pour augmenter la sélectivité¢ de Il'analyseémm si les HAP produisent trés
majoritairement des ions de type [M-Hjt [M-2H]" (Veyrand, B. et al., 2007 ; Plaza-Bolafios

et al., 2010).

Une meilleure sélectivité peut aussi étre obtenae qes couplages de plusieurs
techniques séparatives. Ainsi, la LC/LC (chromadpbre en phase liquide bidimensionnelle)
a été appliguée a I'analyse des HAP dans les alsmérs’agit de sélectionner une zone de
co-élution dans la premiere étape de LC, de celidatfraction concernée et de lui faire subir
une seconde chromatographie. Ceci permet de résael co-€lutions en utilisant une
séparation efficace sur les molécules considérged §’agisse d’'isomeres a distinguer ou
co-extraits a éliminer). Couplée a des détecteud/2ou a fluorescence, cette technique a
permis I'analyse de HAP par exemple dans les posfamés (Moret, S. et al., 1999) ou les
huiles alimentaires (Van Stijn, F. et al. , 1996)st aussi possible de réaliser la deuxieme
séparation en phase gazeuse, comme cela pu étpodail’analyse de HAP atmosphériques
en LC/GC-MS (Shimmo, M. et al., 2002).

Par ailleurs, comme pour les composés volatilsr (WbB.1.2.1, p. 65), le développement
de la GCxGC (chromatographie en phase gazeusedrdionnelle totale - « compréhensive
GC ») a permis I'application de son fort pouvoisatitif a I'analyse des HAP. Bien que la
plupart des études réalisées aient porté sur ddscesanon-alimentaires (comme des
particules atmosphériques ; Amador-Mufioz, O. et28l08, ou des essences ; Cavagnino, D.
et al., 2003), cette technigue commence a étre am@lpour mesurer la contamination de

matrices alimentaires comme des huiles (Purcaret &., 2007).
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V. Conclusions - Etude bibliographique

Au sortir de cet inventaire bibliographique, plusi& éléments importants semblent se
dégager. Avant tout, la grande complexité des mgaas chimiques et physiques impliqués
a toutes les étapes du fumage. Ensuite, I'existdiuree bibliographie de poids inégal relative
aux différents aspects du fumage. Enfin, une inaaiéon entre I'importance potentielle de
certains phénomeénes et la faible maitrise scigagfigue nous en avons.

Il existe un ensemble de connaissances a la feis théfinies et maitrisées, en grande
partie grace a l'existence des techniques d'étymeoariées. Notamment, la composition
globale des fumées pyrolytiques ne fait plus déebklits méme qu'elle est complexe et
largement variable. De méme, en dépit de certainesrtitudes, le role des familles
chimiques majeures de la fumée n’est plus a délieis composés phénoliques sont a mettre
au premier plan pour lI'ensemble des qualités retides chez un produit fumé
(organoleptiques et fonctionnelles), alors méme lgaeauteurs ne s’accordent pas toujours
sur leurs réles individuels. De la méme facon, kige les propriétés toxicologiques de
certains des congénéres soient sujettes a cal#shydrocarbures aromatiques polycycliques
sont reconnus comme la principale contaminationvedaduite par le fumage.

Ceci justifie le grand nombre d’études visant a p@ndre I'impact des parametres de
production de la fumée sur sa composition : un fyamde qualité passe par une fumée de
bonne qualité chimique. Pourtant, 'abondance dendes disponibles reste a I'’heure actuelle
difficilement exploitable dans un objectif d’améltion du fumage. En effet, les
expérimentateurs aboutissent souvent a une siggildn excessive des systémes d’étude,
gue ce soit par l'utilisation d’outils de laboratoia échelle réduite ou I'analyse d'un seul
facteur expérimental a la fois. Bien que ceci aithpis de mieux comprendre cette étape du
procédé de fumage, cela limite I'extrapolation désultats obtenus a des générations de
fumées industrielles ainsi que leur utilisation sldes applications concrétes.

Par ailleurs, les phénomenes se produisant arfate de la fumée et du produit sont
paradoxalement assez mal connus et maitrisés, @lals devraient représenter le point clef
d’'un procédé dont le but est de transférer les cmdp de la fumée a un produit alimentaire.
Ainsi, en dépit des grandes variabilités et ditéssconstatées parmi les produits a fumer, le
comportement vis-a-vis du fumage de matrices difftgs n’est presque pas documenté. En
'absence de bases scientifigues solides, ce sounvest les savoir-faire empiriques
(industriels ou artisanaux) qui prédominent dansl@maine, donnant principalement lieu a

des contradictions et des incertitudes.
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L'objectif de ces travaux est de préciser les r&p&sions que peuvent avoir les
parametres opérationnels d’'un fumage industriel lsuqualité finale d’'un produit de
fumaison. Deux familles chimiques ont été naturediat retenues comme étant des
marqueurs de la qualité des aliments fumés: lemposés phénoliques volatils et les
hydrocarbures aromatiques polycycliques. De paslptopriétés respectives, ces deux types
de molécules ont été considérés comme étant lesatedrs d’'un produit fini de bonne ou de

mauvaise qualité (technique, organoleptique etaias).

Plus spécifiquement, ce sont deux des étapesdailefamage que cette étude avait pour
but d’aider a comprendre et a maitriser, tant ddmt de vue opérationnel/pratique que
scientifique/théorique. C’est l'intérét porté a cdsux étapes distinctes qui structure ces
travaux en deux parties (Figure 40) traitant de :

- la production de fumée destinée a un usage atairen

- 'enrichissement du produit frais en composésesilpendant son exposition a la fumeée.

Dans un premier temps, la génération de la fuméitéaappréhendée a travers la
caractérisation d’'un générateur de fumée indudrieiction. Il s’agit du type de générateurs
dont la zone de pyrolyse est a la fois la plusitédet la plus facilement modifiée a travers les
parametres de production. Un pilote a été mis aoceppbermettant de piéger la fumée en sortie
de générateur pour pouvoir en analyser la compaositvant toute interaction avec un produit.
Apres une étape de mise en place et de validatiofodctionnement du pilote, un plan
d’expérience a été établi afin de tester l'influensimultanée des cing paramétres de
fonctionnement principaux de ce type de générateaampérature de pyrolyse, essence de
bois, humidité du bois, aération de la zone de Iggeoet distance parcourue par la fumée.
Des dosages chromatographiques spécifiques onipdeaméterminer les teneurs des fumées
produites en composés phénoliques et hydrocarlbmoesatiques polycycliques.

L’analyse de ces résultats a permis d’identifies parametres opérationnels les plus
déterminants pour la qualité de la fumée alimeatairoduite par ce type d’installations.
Notamment, les conditions de production permettdat maximiser la production des

molécules-cibles ont été sélectionnées pour rédéiseexpériences ultérieures de fumage.

Par la suite, lI'influence de la composition du pribdsur le processus de fumage a éte

étudiée a I'aide de matrices modeéles. Cette appractté choisie car elle permet I'utilisation
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de produits standardisés de composition maitri3és.essais préliminaires ont permis la mise
au point d’une matrice gélifiée crue a base degmes de poissons, d’eau et d’huile. Celle-ci
posséde les avantages d’étre macroscopiquementgémmet suffisamment stable pour subir
un fumage réel quelles que soient ses variationsodgosition. Un ensemble de matrices
ayant des teneurs en eau et en huile différenteétériabriquées et fumées simultanément de
30 a 120 minutes. Le dosage ultérieur des compphésoliques et des hydrocarbures
aromatiques polycycligues déposés sur les matraaescours du fumage a permis de
déterminer I'enrichissement relatif des matricess Dariations du processus de fumage liées
a la composition du produit ont ainsi été miseaant.

Par ailleurs, une approche méthodologique utilidamalyse de I'espace de téte a été
développée. Celle-ci permet d'étudier les phénomede sorption (d’adsorption et de
désorption) se déroulant entre une fumée gazeuseseproduits variés, en générant des
espaces de tétes modeles statiques enrichis. Aposété validée, elle a été utilisée pour la
mise en évidence des phénoménes de piégeage dpssgmphénoliques a I'état gazeux par
des matrices modeles de différentes compositioganfApermis d’identifier des différences
d’affinité pour des matrices ne contenant pas lésnes constituants, cette méthode a
également été utilisée sur les différentes frastidua filet de poisson. Il a ainsi été possible
d’établir la comparaison de l'importance des intBoms ayant lieu entre les composés

gazeux et les principales fractions du filet despon (eau, lipides et protéines).

98



Obijectifs et stratégie expérimentale

Caractérisation d’

Seconde partie

Etude du dépbt et de la sorption des composés de la fumée sur le produit

!

Influence des parametres
opérationnels sur la
composition de la fumée
produite

\

Fumée sélectionnée

)

% Méthodologie Expérimentations Résultats
s Partie du manusct
concernée f
~§) [ Matériel d’étude ) Parametres d'étude ] [Technique d'étude j
S Vil
k3 P_i!ote de productiqn et Mise en place et
= (% piegeage des fumées/ |} validation d’un pilote
T GCXGC-TOEMS ] fumage de produits expérimental
O 3
e
4 X Y Xy -
— = . ) - Température de pyrolyse
@ & Comparaison de Production d'un - Esse%ce de boison d
o S techniques ensemble de 24 fumées [« - Humidité de bois
= chromatographiques expérimentales - Aeration de la pyrolyse
g - Distance parcours de fumée
OB N y
=)
— D GC-FID-MS Caractérisation o
E $ X ) chimiométrique des
> fumées : composés
D s GC-MS/MS phénoliques et HAP
—

Mise en place de matrices
modele reconstituées a
base de poisson

Pilote de production et 4 N
piégeage des fumées / v Xl Eau
fumage de produits . .
Fumage simultané de Matrices Chair de
matrices de composition modeéle poisson
différentes
¢ Huiles
\. ~
[ GC-FID-MS Influence de la
composition du produit
3:|' sur le processus de
[ GC-MS/MS fumage

XV

\

Mise au point d'une
méthode d’'étude des
phénomeénes de sorption

Influence de la
composition du produit
sur la sorption des
composés phénoliques

|
[ HS-SPME / GC-FID-MS )—|i

Interactions des
composés phénoliques

Mise en contact avec
des espaces de téte
enrichis en composés
phénoliques

avec les compostituants
du poisson
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VI. Matériel d’étude

VI.1. Produits chimiques et réactifs

L’ensemble des solvants, standards analytiquestifi€at sels utilisés a été obtenu aupres
de Sigma-Aldrich Chimie (Lyon, France) a I'exceptides standards de HAP marqués aux
C13 qui I'ont été auprés de LGC Promochem (Molshdtnance) et les standards de HAP
natifs, auprés de Dr. Ehrenstorfer GmbH (AugsbAtigmagne).

Les solvants et standards utilisés sont tous ddegamalytiques ou supérieurs (pureté
annoncée >99%). De plus, le dichlorométhane aistll@avant utilisation pour garantir une
plus grande pureté.

L’eau utilisée pour 'ensemble des expérimentatiareté purifiée avec un systeme Milli

Q 18MQ (Millipore Division Analytique, Saint-Quentin, Yliaes, France).
VI1.2. Matiéres premieres

VI.2.1. Bois

Des blches calibrées de section rectangulaire §xx100 cm) de bois de chéne et de
hétre ont été achetées aupres d'un fournissedr loca

Apres un stockage de longue durée dans une amberamede et seche, I'humidité
résiduelle des blches est inférieure a 8%.

Une blche de chaque essence de bois a été ré fiéenjphr immersion dans I'eau pour
une durée de 3 mois afin d'atteindre une teneeaarsupérieure a 50%.

Les teneurs en eau exactes des quatre blchegadilpur I'ensemble des expériences
sont données dans le Tableau 13. Elles ont éténuétees comme déterminées selon la
norme AFNOR NF B 51-004, par pesées d'éprouvette7 e 8 x 1 cm avant et apres
dessiccation compléte plusieurs jours a 103 °@fedidissement dans un dessiccateur.

Tableau 13 : Teneur en eau des 4 blches utiliséesup la génération de fumée

Chéne Hétre
« Sec » 7,74% 7,64%
« Humide » 51,58% 58,81%
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VI1.2.2. Filets de poisson

Les filets de poisson utilisés pour les expérim@gma sont issus de lieu de noir
(Pollachius viren}y et de cabillaud Gadus morhup Ils ont été achetés frais auprés d'un

supermarché local le matin de leur utilisation pegrexpérimentations.

VI.2.3. Huiles

Les huiles de poisson issues de chimeéere sauv@peméeroidei sp. et de saumon
d’élevage $almo salay ont été gracieusement fournies par la sociétél@o(Boulogne sur
mer, France). L’huile d’arachide a été achetée darsupermarché local.

Les stocks ont été prévus en quantité suffisante pensemble des expérimentations et
stockés congelés a -80 °C jusqu’a leur utilisation.

Les compositions en acides gras des trois huilesdmnées dans le Tableau 14. Celles-

ci ont été obtenues par chromatographie en phaseiga.

Tableau 14 : Composition des huiles utilisées

Proportion dans chaque huile (%)
Acide gras _ o

Arachide Saumon Chimére
C 14 0 512 1,22
C 16 0 8,87 14,11 14,63
C 18 : 0 1,96 1,83 5,37
AGS 10,83 21,06 21,22
C1l6 @ 1w 7 5,29 4,73
C 18 lw 7 0,41 3,36 7,06
C 18 1w 9 55,30 30,42 45,89
C 20 lw 7 2,33
C 20 lw9 1,70 4,91 531
C 22 lw9 2,84 2,10
C24 : 1w 9 0,83
AGMI 57,41 46,82 68,25
C 18 : 3w 3 0,33 3,49
C 18 4 w 3 0,79 1,08
C 20 4 w 3 2,22 4,16
C 20 5w 3 6,10 1,25
C 22 5w 3 2,39 0,64
C 22 6 w 3 6,46 2,08
AGPI w 3 1,12 21,74 8,13
C 18 : 2w 6 28,06 9,27 0,95
C20 : 2w 6 0,75 0,67
C20 : 4w 6 1,77 0,35 0,77
C22 : 4w 6 0,81
AGPI w 6 30,64 10,37 2,39
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VI.2.4. Gélatine

La gélatine utilisée pour la stabilisation des ioe# artificielles est une gélatine issue de
porc, gracieusement fournie par la société Rouss8l®S (Courbevoie, France). Ses
caractéristiques sont les suivantes (données fsipar le fabricant) :

+ force de gel (méthode A.O.A.C. ; 6,67% ; 10 °@»7 g ;

+ viscosité (solution a 6,67% a 60 °C) : 3,75 mPa.s

+ taux de cendres (mesurée par pesée avant etcapcigstion a 550 °C) : < 2%.

La gélatine a toujours été utilisée aprés avoir digsolue a 200 g/L dans de l'eau

maintenue a 70 °C sous agitation.

VI.3. Pilote expérimental : production et piégeage de

fumées, fumage de produits

Le pilote utilisé s’articule autour d'un génératelerfumée a friction, comme montré dans
la Figure 42. Les turbines de tirages permettemhettre la fumée en mouvement a travers le
pilote en créant une aspiration. La bifurcationsentie du générateur permet de choisir le
parcours réalisé par les fumées en fonction deliegtion souhaitée :

(a) directement vers le piege (distance parcouruecn8g,

(b) vers le piege via une dérivation permettant unptehe séjour de la fumée dans les
conduites avant d’atteindre le piege (distanceqare : 480 cm) ;

(c) vers la cellule de fumage, pour I'exposition deoduits a la fumée (distance
parcourue : 100 cm).

Une centrale de mesure permet d’enregistrer ee liijyers parametres de fonctionnement

du pilote.
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Figure 42 : Schéma de principe du pilote expérimeat

VI.3.1. Générateur de fumée

Le générateur de fumée utilisé (Figure 43) estaméateur industriel a friction (FR 1002,
Murevo, Pays Bas). Les blches calibrées sont mess&liguement (systéme pneumatique a
3,5 bars) contre le rotor cranté tournant a vitessastante. L'échauffement ainsi obtenu
permet d’atteindre la température de pyrolyse aestduants du bois et de produire de la
fumée. Plus le temps d’appui est long, plus la tnepre atteinte par la bache au niveau de

la zone de friction est élevée.
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Le générateur utilisé a été aménagé afin de paenate augmentation de I'aération de la

zone de pyrolyse par I'apport d’air comprimé (3a6<) au plus prés du contact entre la blche

et le rotor.

[ e e -
i !
i !
. 1
! H ;
1 .
! !
! !
! !
! !
. 1
! G ;
1 .
i !
i !
i !
i !
i !
1 E !
i !
i C !
i !
i !
i = !
i !
g U U !
1 .
. 1
: Eléments du générateur Points de mesure i
. 1
1 .
i A - Corps du générateur (40 x 150 x 26 cm) 0 - Température de !
i | B - BUche calibrée pyrolyse :
! C - Roue crantée (acier inoxydable, @17 cm x 17 cm) 1 - Température de ;
! D - Pince d’appui crantée fumée émise ;
: E - Arrivée d’air comprimé 2 - Température de i
; F - Cendrier de récupération I'enceinte !
i G - Porte de fermeture étanche 3 - Hygrométrie de !
g H - Prise d’air I'enceinte !
! | - Sortie des fumées (filtre grossier en acier) :
1 .
N 1

Figure 43 : Schéma de principe du générateur de fuge a friction

Chaque cycle de friction est suivi d’'un cycle diaxation de 20 secondes pendant lequel
la rotation du rotor et I'appui de la bdche someirompus.

Le temps d’appui de la blche est ajustable dangamne de durées allant environ de 5
a 45 secondes. En dessous de 5 secondes, il a®sbyjours possible d’obtenir une pyrolyse
significative et au-dela de 45 secondes, les risqliendommager I'appareil deviennent
importants. Plus le temps d’appui utilisé est lgpigs la température de pyrolyse atteinte est

élevée (Figure 44).
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Figure 44 : Cycle de fonctionnement du générateuredfumée

VI.3.2. Piege a fumée

Le piége a fumée utilisé comporte deux étagesndistifonctionnant en série, le but étant
de pouvoir récupérer sélectivement les deux frastiqui composent la fumée. Dans un
premier temps, la fraction particulaire est retepae précipitation électrostatique, puis la

phase gazeuse est condensée par un systeme igigerif

Le piege électrostatique a été mis en place spéeifinent pour les besoins de ces travaux.
Il a été développé et construit au sein de 'FREMPBour répondre aux exigences des
expérimentations réalisées. Il est constitué dedaibes en acier inoxydables et de piéce
isolantes en téflon (Figure 45). Le corps du piesferelié a la masse du systeme et I'électrode
centrale en cuivre (isolée du reste par I'épaisdeugflon) a un générateur de haute tension.

L’application d’une forte tension aux bornes dugei§U>35 kV ; 1<0,1 mA) génere un
champ électrique a l'intérieur de celui-ci. La tensdoit étre suffisante pour pouvoir ioniser
I'air a I'intérieur du piege mais assez basse pauiter la formation d’arcs électriques entre
I'électrode et la masse. En effet, lorsque celpreeluit, le champ électrique est annulé en
méme temps que la différence de potentiel, ce tpgpe immédiatement le piégeage des
fumées. Lorsque le piége fonctionne correctemestphrticules de fumée contenues dans le

flux d’air sont ionisées positivement au voisinalgel’électrode. Le corps du piége étant relié
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a la masse du systeme, les particules ioniséespsécipitées par les forces électrostatiques
vers la paroi interne ou elles se déposent et waatent pendant toute la durée de

I'expérience.

i A U (diametre : 2 mm) i
Entré
o I S ;
| 32.cm 3 o Corps en Acier
5 _ inoxydable !
——> Sortie
/ Téflon isolant
i \ I

Figure 45 : Schéma de principe du piege électrosigtie

Immédiatement en sortant du piege électrostatitpdlux d’air passe dans la double
enveloppe d’'un ballon en verre (diametre exteriesrth ; diametre interne 15 cm) contenant
de la glace carbonique (Figure 46). Les composkxilgoprésents a I'état gazeux dans le flux
d’air sont condensés sur la paroi interne et ré@gsesur la paroi interne et dans le ballon

inférieur.

Entrée

ZCmQ

6 ch Double enveloppe en verre

Glace carbonique

Sortie

Ballon de récupération

17 cm
+——>
15 cm

Figure 46 : Schéma de principe du pieqge frigorifige
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V1.3.3. Cellule de fumage
Le fumoir utilisé est une enceinte HMI Thirode (retel PC90) de 130 x 150 x 225 cm

équipée d’'un chariot muni de grilles sur 28 nivepaxr déposer les produits.

Figure 47 : Cellule de fumage pilote utilisée poules expériences

La cellule de fumage est équipée d'un capteur netede température seéche et de
température humide pour mesurer en permanencampétature et I'hygrométrie interne.
Aprés programmation des valeurs de consigne, ladagn de température et hygrométrie de
I'enceinte est obtenue par le biais de I'air d’askion : un groupe frigorifique (échangeur au
glycol réfrigéré) et un groupe calorifique (résmtas chauffantes) en modulent la température
tandis que des sprays a eau peuvent I'humidifierasnd’assechement de I'air dans I'enceinte
de fumage.

L’'ouverture de la trappe d’évacuation des fuméegégable, permettant de changer le
temps de séjour de la fumée : plus la trappe esigie, moins la fumée est renouvelée.

VI1.3.4. Conduites et turbines

La bifurcation qui permet de diriger les fuméestat du générateur vers les autres
parties du pilote est une conduite flexible en ahimm anodisé de 15 cm de diametre et
80 cm de longueur. Celle-ci est sélectivement eefié’entrée du piege, de la conduite de

dérivation ou de la cellule de fumage.
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La conduite de dérivation qui permet d’augmenteditance parcourue par la fumée
avant d'atteindre le piege est constituée de tuidesdVC de diametre 15 cm pour une
longueur totale de 400 cm.

La conduite terminale horizontale placée en avdhaderbine de tirage est en aluminium

anodisé de 15 cm de diamétre et 230 cm de longueur.

Les turbines centrifuges utilisées ont été choipgr permettre d’ajuster les deébits de
tirage aux différentes conditions expérimentaleplegges :

+ 30 nt/h lors du piégeage des fumées (turbine indépeadalébit de tirage réglé en
ajustant la puissance de la turbine par un potewtie) ;

+ 90 nt/h lors du fumage de produits (turbine intégréa adllule de fumage et pilotée

par celle-ci, débit de tirage réglé directementue valeur de consigne).

VI1.3.5. Centrale de mesure

La centrale de mesure possede deux modules eneaigistie données :

+ Velleman SA data logger : relevés de températiragsure par seconde) ;

+ Pico data logger : mesures d’intensité et de eensnesures de deébit d’'air (84 mesures
par seconde).

Ces deux modules son pilotés par ordinateur, afinpduvoir récupérer les données

synchronisées acquises pendant I'expérimentatierfaia celle-ci terminée.

VI1.3.5.1. Mesures de température et d’hygrométrie

Les relevés de températures ont été realisés aesctltermocouples de type K

(chromel/alumel) placés en différents points dotgiFigure 42).

Les mesures de température de pyrolyse ont ététadfes en insérant un thermocouple
dans un trou percé au centre de blches. Ces mesurkst I'objet d’essais spécifiques, afin
de ne pas contaminer les fumées expérimentaletepgroduits issus de la destruction du

thermocouple et de sa gaine et plastique au nideda zone de contact blche/rotor.
Les données d’hygrométrie ont été obtenues a l'aldme mesure de température

« séche » (sonde seule) et d'une mesure de temapErathumides » (sonde entourée d’un

manchon imbibé d’eau) réalisées a proximité 'ueel’dutre. La différence de température
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mesurée permet de déterminer 'hygrométrie de éamie a partir d’'un diagramme de l'air
humide (Figure 48).

) 2,
X L 2
0,030
Qe\ S~
§

Psychrometric Chart & w WA
0.025

S| (metric) units
Barometric Pressure 101.325 kPa (Sea level)
based on data from
Carrier Corporation Cat. No. 794-001, dated 1975

0.020

0.015

Humidity Ratio (gm Water / gm of Dry Air)

%o

S~ S 0.010

Figure 48 : Diagramme de 'air humide

VI1.3.5.2. Mesure de débit gazeux

Les débits de gaz ont été estimés aprés la turbdmetirage, dans la conduite
d’échappement final. Un anémomeétre a boule chapdemet de connaitre la vitesse d’air
instantanée au centre de la conduite.

Dans I'hypothese d’'un régime d’écoulement turbulemforme dans la conduite, le débit
volumique instantané est calculé en multiplianvikesse d’air instantanée au centre de la
conduite par la section de celle-ci.

Les mesures de débit ont fait I'objet d’essais Higges sans production de fumée, dans
les difféerentes conditions utilisées pour les eigmees. Ceci permet d’éviter la détérioration

de 'anémometre utilisé, en cas de piégeage incetndels fumeées.
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VI1.3.5.3. Mesure de tension et d’intensité

Les mesures de tension et d’intensité ont été abtern reliant la centrale de mesure aux
bornes de sortie du générateur a haute tensiorl’iprmédiaire d’'un pont diviseur de
tension.

Ces mesures sont utiliséasposteriori pour vérifier que le piégeage électrostatique des
fumées n’a pas été interrompu au cours de I'expéeiéce qui se traduit par exemple par une
chute brusque de tension en cas d’arc électrique).

VI.4. Obtention de condensats de fumée expérimentau X

VI.4.1. Production de fumée: conditions opératoire s et
planification expérimentale

A l'aide des dispositifs expérimentaux décrits padeEmment, un ensemble de 24 fumées
expérimentales (Tableau 15) a été produit selomplan d’expérience de type2modifié
pour pouvoir tester le facteur «temps d’appui » ®0is niveaux. Les cing parametres
opérationnels testés sont :

+ temps d’appui de la blche sur le rotor lors dejakacycle de production ;

+ essence de bois utilisée ;

+ humidité du bois utilisé ;

+ distance parcourue par la fumée avant d’atteiledpeege ;

¢ apport ou non d’air comprimé au niveau de la zmeyrolyse.

La production de fumée a été réalisée pendant umbrede cycles variable permettant
d’avoir une durée totale de production de fumédeeg@® minutes, quel soit le temps d’appui

utilisé : respectivement 72, 18 et 8 cycles pousrtdenps d’appui de 5, 20 et 45 s.

Une fois le dernier cycle de production termin&ikege est laissé actif pendant 5 minutes,
avec la turbine de tirage en fonction, pour pemadt récupération des fumeées restantes a

I'intérieur de la chambre du générateur de fumée.
La blche utilisée, le piege électrostatique ekeledder de récupération des imbrQlés sont

pesés avant et aprés I'expérience, afin de pod@tablir les bilans de matiére (consommation,

production et piégeage.
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Tableau 15 : Plan d’expérience de génération desrhées expérimentales

Point Temps Essence  « Humidité » I?|s:tance Apport d'air
exp. d’'appui (s) de bois du bois gegerateur comprimeé
- piege (cm)
FO1 5 Chéne Sec 80 Sans
F02 20 Chéne Sec 80 Avec
FO3 45 Chéne Sec 80 Avec
Fo4 5 Hétre Sec 80 Avec
FO5 20 Hétre Sec 80 Sans
F06 45 Hétre Sec 80 Sans
FO7 5 Chéne Sec 480 Avec
FO8 20 Chéne Sec 480 Sans
F09 45 Chéne Sec 480 Sans
F10 5 Hétre Sec 480 Sans
F11 20 Hétre Sec 480 Avec
F12 45 Hétre Sec 480 Avec
F13 5 Chéne Humide 80 Avec
F14 20 Chéne Humide 80 Sans
F15 45 Chéne Humide 80 Sans
F16 5 Hétre Humide 80 Sans
F17 20 Hétre Humide 80 Avec
F18 45 Hétre Humide 80 Avec
F19 5 Chéne Humide 480 Sans
F20 20 Chéne Humide 480 Avec
F21 45 Chéne Humide 480 Avec
F22 5 Hétre Humide 480 Avec
F23 20 Hétre Humide 480 Sans
F24 45 Hétre Humide 480 Sans

VI.4.2. Récupération des fumées piegées

Une série de piégeages a été réalisée pour tésffizakcité et la pertinence des deux
étapes du piege a fumée (piégeage électrostatigpege frigorifique). A la suite de ces
essais, les condensats de fumée expérimentalegeedudnt été produits en utilisant
uniquement le piege électrostatique, puisque igaflon du piege frigorifique ne représente
pas un apport significatif a I'analyse (voir VII).4.156).

Les fumées condensées a l'intérieur du piege @ntéstupérees par rincage avec 250 mL
d’'une solution de soude molaire de I'ensemble @detgs internes de celui-ci (corps vertical,
conduite d’entrée et de sortie horizontale, éleldret piéces isolantes en téflon).

Le piege ainsi que les flacons de solutions etedaepération sont pesés avant et apres le

rincage, afin de pouvoir déterminer les massesiaeés recupérées et I'efficacité du ringage.
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VI.4.3. Conservation des échantillons

Les fumées en solution dans la soude ont été ogresen +4 °C dans des flacons en verre
hermétique, pas plus de 48 h avant d’étre analypéas leur composition en composeés
volatiles.

Quelques millilitres de chaque fumée liquide ot @&ngelés dans des flacons en verre et
conservés a -18 °C pour analyser les teneurs enitAReurement.

VI.5. Fabrication de matrices modéle a base de pois  son

VI.5.1. Matrices modeles a base de pulpe de poisson

Des matrices ont été formulées et fabriquées dapsidue de pouvoir reproduire une
grande variété de composition de filets de poiskerbut étant de pouvoir déterminer si dans
des conditions identiques, des différences de csitipp peuvent induire des différences de
comportement du produit vis-a-vis du fumage. Ced sarparticulier les phénomenes de dépbt
et de sorption des composés de la fumée sur lescesafjui ont ainsi été étudiées lors de
fumage réel ou d’exposition a des espaces dettgtguees.

Les matrices reconstituées ont été fabriquéesidel’d’'une base de pulpe de poisson
(fraction protéique myofibrillaire du filet). A dekci sont ajoutés ou non certains constituants
dans le but de s’approcher au mieux de la chauoikeson :

+ du NaCl permet de reproduire la teneur en sel fitesalé prét au fumage ;

+ I'ajout d’huile apporte la phase lipidique retr@achez les poissons gras ;

+ différents ajouts d’eau modifient la teneur en giabale du produit ;

+ de la gélatine permet de stabiliser les matri@egrdnde taille pendant les expériences

de mise en conditions de fumage réel.

V1.5.1.1. Obtention de la pulpe

La pulpe de poisson a été obtenue a partir dets fde poisson frais. Des poissons
maigres ont été utilisés afin de poison obtenieatement une pulpe de poisson exempte de
lipides.

Dans un premier temps 2 kg de filets de lieu nbR kg de filets de cabillaud sont traités
séparément. Les arrétes sont retirées manuelleshées filets sont découpés grossierement
au couteau. Les morceaux de filets sont passésrphachoir a viande ménager. Le broyat

obtenu est lavé successivement 3 fois dans 2 @isvelume d’eau. L'eau de ringage est
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éliminée par centrifugation 10 minutes a 6000 @ & pour ne conserver que la pulpe de
poisson.

Apres pesée, les pulpes issues de lieu noir edloilazid sont mélangées avec un ratio 1:1
(m/m). Le mélange obtenu est passé dans un cutdértenu a 3 °C jusqu’a obtention de
I’'hnomogénéité (environ 1 minute).

La pulpe finale est conditionnée sous vide danssdes thermoscellés pour étre stockée a

-80 °C jusqu’a son utilisation.

VI1.5.1.2. Caractérisation de la pulpe

Les caractéristiques de la pulpe sont les suivgmegennes et écart-types, obtenus sur
trois répétitions de chaque mesure. Le détail dithades est donné en annexes) :

+ teneur en huile (méthode de Folch) : 1,08%25 ;

+ teneur en protéines (méthode de Kjeldahl) : 18,510#2 ;

+ teneur en cendres (carbonisation a 550 °C) : 0,00%08 ;

+ teneur en eau (pesées avant et aprés dessicadt@m°C) : 80,52% 0,28.

VI1.5.2. Fabrication des matrices

Les matrices ont été fabriquées en mélangeanteiebke des constituants a I'aide d’un

cutter ménager (contenance de bol 280 mL).

Apres décongélation a 4°C des huiles et de la pil#pgoisson nécessaires, les ingrédients
sont pesés et mesurés separément :

+ 45 g de pulpe de poisson ;

+ de 0 a 10 g d’'une des huiles ;

ede0a20gdeau;

¢ 2 gde NaCl;

+ 5 mL de solution de gélatine (200 g/L) ou 5 mLadie

Pendant toute la durée du protocole, le cutteplesigé dans un bain de glace pour éviter
I'échauffement des constituants.

D’abord, la pulpe est mixée seule pendant une miritnsuite, I'eau, I'huile et le sel sont
ajoutés a la mélée et mixés en continu pendant aotes. Enfin, la solution de gélatine est

ajoutée et 'ensemble est mixé pendant une minute @btenir une pate homogene.
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Selon leur utilisation, les matrices sont ensuiteil®es dans des contenants adaptés a leur
utilisation de maniére a obtenir dans tous lesucassurface plane :

+ les matrices destinées a étre fumeées sont pla@esdes boites de pétri en plastique
(8,6 cm de diametres et 1 cm de profondeur). Eted ensuite conservées dans leurs boites
fermées une nuit a 4 °C avant d’étre fumées.

+ les matrices fabriquées pour étre exposées agpexeas de tétes statiques sont mises
dans des coupelles en verre cylindriques (9,6 mialaétre et 6 mm de profondeur). Elles

sont conservées congelées a -80 °C jusqu’a |digatitn.

Matrice destinée au fumage Matrice exposée aux espaces
en conditions réells de téte statiques modeles

Figure 49 : Matrices prétes a étre utilisées pourek expérimentations

VI1.5.2.1. Plans de formulation

VI.5.2.1.1. Matrices utilisée pour I'étude du fumag e réel

Les matrices ont été formulées suivant un planpeence D-optimal (déterminé a l'aide
du logiciel SAS/QC, SAS Institute Inc., NC, Etatsig). Celui-ci prend en compte un facteur
technologique et trois facteurs de composition [@alp 16) :

+ |a durée de fumage de chaque matrice ;

+ la quantité d’huile ajoutée ;

+ 'origine de I'huile ajoutée ;

+ |la quantité d’eau ajoutée.
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Tableau 16 : Plan d’expérience D-optimal de formulion et d’exposition des matrices a la fumée

Durée de Tvpe d'huile Ajout Ajout
Point exp. fumage ype ah d'huile d'eau
: utilisée
(min) (9) (9)
MO1 30 Saumon 5 0
MO02 30 Saumon 10 0
MO03 30 - 0 10
MO04 30 - 0 20
MO05 30 Arachide 5 20
MO06 30 Arachide 10 10
MO7 30 Arachide 10 0
MO8 30 - 0 20
M09 30 - 0 0
M10 30 Chimeére 5 10
M11 30 Chimeére 10 20
M12 30 - 0 0
M13a 60 Saumon 5 10
M13b 60 Saumon 5 10
M13c 60 Saumon 5 10
M14 60 Saumon 10 20
M15 60 - 0 0
M16 60 Arachide 5 0
M17 60 Arachide 10 0
M18 60 - 0 10
M19 60 - 0 20
M20 60 Chimeére 5 20
M21 60 Chimeére 10 10
M22 60 - 0 0
M23 120 Saumon 5 20
M24 120 Saumon 10 10
M25 120 Saumon 10 0
M26 120 - 0 20
M27 120 - 0 0
M28 120 Arachide 5 10
M29 120 Arachide 5 0
M30 120 Arachide 10 20
M31 120 - 0 10
M32 120 - 0 0
M33 120 Chimeére 5 0
M34 120 Chimeére 10 0
M35 120 - 0 10
M36 120 - 0 20

Ces matrices étant de grande taille et utilisées das expériences de plus longue durée,
la gélatine a été intégrée dans toutes les formukatSans cela, les matrices ne sont pas assez
stables pour ne pas évoluer au cours de I'expérigetargage massif d’eau et d’huile vers la
surface de la matrice).

VI1.5.2.1.2. Matrices utilisées pour I'étude des phé nomenes

de sorption

Les matrices ont été formulées selon un plan deepée a trois facteurs (Tableau 17)

faisant varier :
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+ la part grasse des matrices (ajout ou non ded®lgine des huiles) ;
+ la teneur en eau des matrices (ajout ou non dec?€au) ;

+ |a présence de gélatine (ajout de solution detigéla la place d’eau).

Tableau 17 : Plan de fabrication des matrices utidiées pour I'étude des phénomeénes de sorption

Point exp. Type_ _d'r)uile Ajout d'huile gg)lgtigg
utilisée (9)

(©))
AO01 - 0 0
A02 Chimere 0 0
A03 Arachide 0 0
AO04 Saumon 0 0
AO05 - 20 0
AO6 Chimere 20 0
AQ7 Arachide 20 0
AO08a Saumon 20 0
A08b Saumon 20 0
AO08c Saumon 20 0
A09 - 0 1
Al10 Chimere 0 1
All Arachide 0 1
Al2 Saumon 0 1
Al3 - 20 1
Al4 Chimere 20 1
Al5 Arachide 20 1
Al6 Saumon 20 1

VI.6. Isolation des protéines sarcoplasmiques de po  isson

Les protéines sarcoplasmiques solubles de la deapoisson ont été isolées a partir de
filets frais de lieu noir et de cabillaud frais.

Dans un premier temps, 2 kg de filets des deuxcesp#ge poisson sont traités séparément.
Les filets sont coupés grossierement et les arréteéées manuellement. La chair est ensuite
hachée a I'aide d’'un hachoir a viande ménager.bregats obtenus sont lavés par agitation
mécanique pendant 10 minutes dans environ deuxldaisvolume d’eau. La solution et
séparée de la pulpe par centrifugation a 6000 dgmerl0 minutes a 10 °C.

Le surnageant est divisé en fraction de 100 & 25@ams des décanteurs en verre pour
obtenir une profondeur de liquide inférieure a 2 é&pres congélation compléte a -18 °C,
I'ensemble des solutions de protéines est lyogghilis

Les poudres de protéines obtenues a partir ddaatbiét de lieu noir sont mélangées avec
un ratio 1/1 (m/m) et conservées dans des flactamglkées a -18 °C jusqu’a leur utilisation.
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VII. Méthodes d’'étude

VII.1. Fumage de matrices modeles

VII.1.1. Conditions opératoires

VII.1.1.1. Génération de fumée

Pour fumer des matrices, le pilote expérimentatéapéacé dans la configuration ou la
fumée issue du générateur est envoyée directereemiar cellule de fumage. La fumée a éte
générée selon les conditions opératoires qui amhipaune maximisation de la production de
composeés cibles (composés phénoliques et HAP)dBi& caractérisation du générateur de
fumée (voir XI, p.173) :

+ temps de friction : 45 s (avec 20 s de relaxagioine chaque cycle) ;

+ essence de bois : hétre ;

+ humidité du bois : « sec » (7,64%) ;

+ pas d’aération forcée de la zone de pyrolyse ;

+ pas de conduite de dérivation entre le génératderfumoir.

VII.1.1.2. Conditions d’exposition dans le fumoir

L’exposition des matrices a la fumée est réalisesdles conditions de fumage a froid,
avec une hygrométrie de 60% et une températur@ d€.3
A l'intérieur de la cellule, la circulation de larhée se fait horizontalement avec la valve

d’échappement ouverte au tiers.

VII.1.2. Exposition des matrices

Les matrices devant étre exposées a la fumée peumé&me durée ont été disposées sur
une méme grille du chariot, afin de pouvoir legreetdu fumoir simultanément.

Les matrices ont été réparties aléatoirement danmitie centrale de chaque grille, de
maniere a laisser au moins 30 cm d’espace avematess de I'enceinte.

Les grilles ont été placées en position 10, 12 4tsdr le chariot (sur 28 positions
disponibles, numérotées depuis le haut du chad®tsorte a occuper la partie centrale du

fumoir et laisser la fumée circuler librement.
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Une fois le tirage effectif, et aprés mise en éorél de la température et de I'hygrométrie
a l'intérieur de la cellule de fumage, le charist mtroduit dans I'enceint. Le générateur est
ensuite mis en marche continue, avec alternanceyaes de production (45 s) et de repos
(20 s).

Sans interrompre la séquence de fumage, I'encairéd® ouverte au bout de 30, 60 et
120 minutes pour retirer les matrices correspon@daces temps de fumage (Tableau 16,
p.118).

VIl.1.3. Conservation des matrices

Une fois sorties du fumoir, la surface des matrieegté protégée par une feuille
d’aluminium, afin d'éviter le contact avec le plgsie du couvercle de la boite de pétri. Les
matrices ont été immédiatement congelées dansut& glarbonique pour limiter au maximum
leur évolution dés la fin de leur fumage.

Elles ont ensuite été conservées a -20 °C jusquiadnalyse.

VII.1.1. Analyse des matrices fumées

Les matrices modeles fumées sont analysées pagelass composés phénoliques
volatils et hydrocarbures aromatiques polycycliqueslon des méthodes décrites
ultérieurement :

+ VII.3 Dosage des composés phénoliques, p.129 ;

+ VIl.4 Dosage des HAP, p. 138.

VII.2. Mesure de l'adsorption des composés phénolig  ues a

I'état gazeux

VII1.2.1. Objectif et principe

L’objectif de ces expérimentations est de meswgidgeage par adsorption de composés
phénoliques a I'état gazeux par différentes mairitéexpérience repose sur la génération
d’'un espace de téte contenant des composés phémalidétat gazeux et d'y exposer un
échantillon (solide ou liquide). Les composés plignes pouvant interagir avec I'échantillon
pendant la durée d’exposition ont alors la posg#il'étre retenus a sa surface (Figure 50-A).
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Pour réaliser ces expérimentations, I'enrichisséndes espaces de téte a été réalisé en
introduisant de faibles quantités de solutions eatrées en composés phénoliques dans des
vials hermétiguement scellés contenant les échamdil Les composés phénoliques volatils
passent alors a I'état gazeux par évaporation eapid quantité d’analytes présents dans

I'espace de téte est mesurée par GC-MS-FID apreSPH3E.

Les résultats obtenus en présence des differehstitons sont comparés aux résultats
obtenus pour une référence ou I'expérience a aliséé en remplacant I'échantillon par une
piece inerte. La différence de résultat obtenusedatréférence et les échantillons correspond
a la quantité de composés phénoliques effectivenetgmius a la surface du produit.

Le fait de disposer les échantillons dans des dlmspen verre calibrées permet de tester
des échantillons aussi bien liquides que solidrg, én garantissant une surface d’exposition

identique pour tous les échantillons d’'un méme .type

Cette technique permet également I'étude du red@rgies composés adsorbés par des
échantillons solides : apres la phase d’adsorpti@hantillon est transféré dans un vial neuf
et une analyse par HS-SPME est réalisée sur I'espadéte qu’il permet de générer (Figure
50-B)
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Figure 50 : Schéma de principe du déroulement desdx phases de I'expérience
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VII1.2.2. Mise au point

Plusieurs séries d'essais préliminaires ont perdas déterminer les parameétres de
I'expérience adaptés aux études réalisées en tgme

+ surface d’échantillon exposé a I'espace de téte ;

+ contenant dans lequel est placé I'échantillon ;

+ mode de dépbt de la solution de composés phémslidans le vial;

+ solvant utilisé pour préparer la solution de cos@sophénoliques ;

+ concentration de la solution de composés phéregiguilisés ;

+ volume de solution de composés phénoliques initedians le vial ;

+ composés phénoliques présents en solution sinémitant ;

+ température de thermostat du vial ;

+ durée d’exposition de I'échantillon ;

+ durée d’exposition de la fibore SPME.
VII.2.3. Mode opératoire premiere phase : adsorptio n

VII.2.3.1. Préparation de I'échantillon

Les échantillons sont placés dans des coupellesrea de forme cylindrique (9,6 mm de

diamétre et 6 mm de profondeur) disposées au fendads en verre de 20 mL.

VII.2.3.2. Préparation de la référence

Les essais servant de référence sont réalisésrgriagant la coupelle en verre contenant
I'échantillon par une piéce en verre de méme gab@eci, permet d'occuper le méme
volume que I'échantillon dans le vial tout en n’egpnt que des surfaces inerte a I'espace de
téte.

Pour chaque série d’analyse, la référence esté@sioar la moyenne de trois répétitions.

VII.2.3.3. Enrichissement de I'espace de téte

2,5 ug de chacun des composés phénoliques étydiésd], o-crésol, p-crésol, guaiacol,
2,6-diméthylphénol, 3-éthylphénol, 4-méthylguaiacol4-éthylguaiacol, thymol,
4-vinylguaracol, syringol, eugénol, 4-propylguaiac@z)isoeugenol/(E)isoeugénol) sont
introduits dans le vial expérimental : 5 uL d’'ursdusion de méthanolique contenant chaque
analyte a 0,5 g/L sont prélevés a l'aide d'une fpgpautomatique et répartis sur le pourtour

intérieur du vial contenant I'échantillon, a 3 cre Houverture (Figure 51). Le vial est
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immeédiatement scellé hermétiguement avec un bouchon d’'un septum en téflon et mis a

incuber dans un bloc chauffant thermostaté a 35 °C.

Zone de dépbt

T~

Coupelle en verre

______________________________________________________________________________________

Figure 51 : Dép6t de la solution d’enrichissementahs le vial expérimental

L’échantillon est laissé en contact avec l'espaeet@e pendant 60 minutes avant

I'analyse de I'espace de téte par HS-SPME.

VIl.2.3.4. Extraction SPME

Apres optimisation des différents parametres, ktsaetions réalisées dans les espaces de
téte de ces échantillons ont été conduites darcoleditions suivantes :

+ fibre polyacrylate (85 um, 1 cm, Supelco, Sigmds#&ih Chimie, Lyon, France) ;

+ 0 minutes d’incubation (remplacée par les 60 neisatexposition de I'échantillon) ;

+ 15 min d’extraction a 35 °C.

VIl.2.4. Mode opératoire seconde phase : relargage

Pour les essais réalisés sur les matrices sotiésda fin des 15 minutes de HS-SPME, les
vials sont ouverts. La matrice est entierementéetde sa coupelle en verre pour étre placée
au fond d’'un nouveau vial de 20 mL dans le mémes g face supérieure, exposée a

I'espace de téte est la méme que lors de I'étafpeepente).
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Une fois le vial-ci scellé hermétiquement, il eghgelé & -80 °C et conservé au maximum

deux semaines a cette température pour une andtgsieure par HS-SPME.

VIl.2.4.1. Extraction SPME

Apres décongélation de I'échantillon a 4 °C, I'extion est réalisée sur I'espace de téte
dans les conditions suivantes :

+ fibre polyacrylate (85 um, 1 cm, Supelco, Sigmds#&ih Chimie, Lyon, France) ;

+ 60 min d’incubation a 50 °C ;

+ 15 min d’extraction a 50 °C.
VI1.2.5. Différents échantillons analysés

VII.2.5.1. Matrices modeles a base de pulpe de pois son

Les matrices modeles décrites en VI.5.2.1.2 (pd§ ant été étudiées par cette méthode.
Chaque matrice a été décongelée 4 °C avant d’Btcégdans le vial expérimental.
Chaque point expérimental a été réalisé en tripliea résultats sont exprimés comme la

moyenne des trois analyses.

VII.2.5.2. Huiles et eau pures

Les échantillons liquides ont été testés a I'état gn déposant a l'aide d'une pipette
automatique les volumes désirés dans les coupetiedrimentales. Des volumes croissants
d’huile et d’eau ont été testés, de 20 a 180 ublézu 18).

Tableau 18 : Nombre de mesures expérimentales résdies pour les volumes testés

Volume (uL) 20 30 40 50 60 70 80 90 100 120 140 160 180

Huile de Saumon
Huile de Chimére
Huile d’Arachide
Eau

W w w w
N
N N N
N
N
N
N N
N N N
N
N N
N
N T a
W W ww

Il est important de noter qu’en dessous de 60 (duttace de liquide en contact avec I'espace
de téte n’est pas toujours la méme. En effet, deurop faibles volumes, le liquide forme des
gouttelettes au fond de la coupelle. A partir dgu60le volume est suffisant pour que le

liquide forme un ménisque sur toute la surfaceadeolupelle. Pour les quantités supérieures
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on obtient donc un accroissement des volumes sandg modification de la surface exposée
(Figure 52).

Surface en contacts

avec I'espace de téte
A

Volume
déposé dans
la coupelle

Figure 52 : Etablissement d’un ménisque lors de augentation du volume de liquide

VI1.2.5.3. Huiles en mélange dans I'hexadécane

Les trois huiles ont aussi été testées en mélaage de 'héxadécane, afin de permettre la
mise en ceuvre de quantités croissantes d'acidessgias faire varier ni le volume ni la
surface d’exposition.

Pour cela, un volume d’huile a été déposé direaténgans les coupelles, puis le
complément d’hexadécane a été ajouté pour obtesivdlumes de 100 pL. Les échantillons

sont mélangés manuellement pour les homogéneiaat de le déposer au fond des vials.

Tableau 19 : Nombre de mesures expérimentales résdies pour les ratios Huile/C16 testés

% d’huile 10 20 30 40 50 100

5
1 1 1 1 1
1
1

Huile de Saumon
Huile de Chimére

2
1
1
Huile d’Arachide 1

3 4
1 1
1 1
1 1

W W Wl

0
3
3
3

VII.2.5.4. Protéines sarcoplasmiques

La capacité des protéines déshydratées a adsaberomposés phénoliques a I'état
gazeux sans étre remises en solution a d’abordééiiiée par dépot de quantités croissantes

de poudre de protéines dans les coupelles expéatasride 10 a 50 mg).
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Ensuite, une série d'expérience a été réalisée pmtire en évidence l'importance de
I'état d’hydratation des protéines dans leur capaai piéger les composés phénoliques
gazeux. Pour cela, le piégeage des composés pidemligazeux par des meélanges
protéines-eau a été étudié selon un plan d’expgiendeux facteurs (22 + point central +
points en étoile ; réalisé en double). Celui-cibfEau 20) permet I'analyse des résultats sous
forme de surfaces de réponse en fonction de latiggiaie protéines et d’eau utilisées.

Tableau 20 : Plan d’expériences utilisé pour les nenges eau-protéines sarcoplasmiques

Protéines
Point exp. Block lyophilisées Eau (uL)
(mg)

PO1 1 7,1 14,6
P02 1 7,1 14,6
P03 1 42,9 14,6
P04 1 42,9 14,6
P05 1 7,1 85,4
P06 1 7,1 85,4
P07 1 42,9 85,4
P08 1 42,9 85,4
P09 1 25 50
P10 1 25 50
P11 2 0 50
P12 2 0 50
P13 2 50 50
P14 2 50 50
P15 2 25 0
P16 2 25 0
P17 2 25 100
P18 2 25 100
P19 2 25 50
P20 2 25 50

Les pesées de protéines ont été réalisées a lacbatmalytique directement dans les
coupelles puis laissées 48 h dans un dessiccateur, palier d’éventuelles réhydratations.
L’eau prélevée a la pipette automatique est ajodiéectement dans les coupelles puis
mélangée manuellement aux protéines pour obtenireahantillon plat et visuellement

homogene.

VII1.2.6. Analyse chromatographique

Apres HS-SPME, l'analyse chromatographique esis@&alselon une méthode présentée

ultérieurement (voir VI1.3.3, p.133).
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Des gammes de calibration linéaires ont été miseglace pour chaque composé
phénolique étudié, en utilisant des solutions denmmsés phénoliques de concentration
(Tableau 1). Elles permettent de réaliser une sprantification des composeés présents dans
I'espace de téte aprés intégration du signal FID.

Les résultats sont exprimés en pg équivalent inftodans le vial. C'est-a-dire: la
guantité de composé phénolique introduite danside qui aurait donné la méme réponse

chromatographique en I'absence d’échantillon.

Tableau 21 : Gamme de calibration utilisées en espa de téte

Point de calibration H1 H2 H3 H4 H5 H6 H7 H8 H9

Concentration de la
solution (g/L)

Analytes introduits
dans le vial (ug)

0,0004 0,002 0,004 0,02 0,04 0,1 0,2 0,25 0,5

0,002 0,01 0,05 0,1 0,2 0,5 1 1,25 2,5

VII.3. Dosage des composés phénoliques

VI1.3.1. Extraction-distillation simultanée

VII.3.1.1. Préparation des échantillons

L’échantillon a analyser (Tableau 22) est pesé avécision avant d’étre introduit dans
un ballon a fond rond de 500 mL avec :

+ 150 mL d’eau ultrapure ;

¢+ 500 pL de solution d’étalon interne (thymol) dales dichlorométhane (dont la
concentration dépend de la concentration finalkedérait réalisée, voir Tableau 22) ;

+ 20 mL d’acide chlorhydrique fumant (pour atteindire pH inférieur a 2, afin que les
composés phénoliques ne se trouvent pas en sofdienleur forme phénolate) ;

+ quelques gouttes d’antimousse (silicone inerte, 54180, Laboratoires Humeau, La

Chapelle sur Erdre, France).
Une série d’extractions réalisées en remplacaohétillon par 20 mL d’eau ultrapure a

permis de montrer que les différents adjuvantssas! n’introduisaient pas de contamination

dans les extraits.
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De méme, une série d’essais réalisée sur des pmtran-fumeées et sur les constituants
des matrices individuels (pulpe de poisson, hugtegélatine) a permis de vérifier que les
matrices n'avaient pas subi de contamination auxpasés phénoliques indépendante du

fumage.

Tableau 22 : Parameétres de I'extraction-distillation simultanée des échantillons

Echantillons analysé Condensats de fumées liquides Matrices modéles fumées

% matrice expérimentale
Quantité analysée 20 mL 29 cm? de surface
coupée en cubes de 1 cm de c6té

Cf),ncentr_atlon de 1g/L 0,25 g/L
I'étalon interne
Concentration finale

de I'extrait Hll UL il

Les extractions réalisées sur chaque échantilloré@nréalisées en double. Les résultats

obtenus sont la moyenne des deux quantifications.

VII1.3.1.2. Extraction et concentration de I'échanti llon

Les extractions sont réalisées avec un volume tgtalichlorométhane de 35 mL. 25 mL
sont placés dans le ballon d’extraction, les 10mgdtant sont introduits directement dans le
siphon de I'appareil de Likens-Nickerson (Figurg p8ur éviter un passage de vapeur d’eau

vers le ballon de solvant.

Dans un premier temps, le dichlorométhane est godbullition. Lorsque son cycle de
vaporisation-condensation-recyclage est amorcéhdigtillon est a son tour porté a ébullition.
L’extraction-distillation est maintenue pendant &hpartir du moment ou les vapeurs de

solvant et d’échantillon entrent en contact darghkEmbre de mélange.

Une fois I'extraction terminée et apres refroidiesat complet du systeme, I'extrait est
transféré quantitativement dans un flacon. Un exi®sNaSQO, est ajouté pour sécher les
traces d’eau présentes dans le solvant puis ce&stdransféré dans I'appareil de Kuderna-
Danish (Figure 54), placé dans un bain-marie aC19 extrait est ainsi concentré jusqu’a un

volume de 4 mL environ.
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Chambre de mélange
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Figure 54 : Schéma de principe de I'appareil de Kudrna-Danish utilisé

La fin de la concentration est réalisée sous ubldacourant d’azote pour permettre
d'ajuster précisément le volume final en fonctier’dchantillon étudié :
+ fumée liquide : 3 mL ;

+ matrice fumée : 200 pL.
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VI1.3.1.3. Dérivatisation

Pour améliorer la qualité de I'analyse chromatohigye des composés phénoliques, un
agent de dérivatisation a été employé : le BSTFLO(Nis(trimethylsilyl)trifluoroacetamide).
Celui-ci permet de greffer un groupement trimétitglissur la fonction hydroxyle des

composes phénoliques (Figure 55).

CHg CHa
sample —O: + CHy —Si—X —> [Sample—O—si—X] —> Sarnple—O—Sli—CH3 + HX

|
H CHg H CHg CHjp

Figure 55 : Réaction de dérivatisation du BSTFA

La dérivatisation est réalisée directement dansvikds en verre de 2 mL. A 500 pL
d’extrait dans le dichlorométhane sont ajoutés balg BSTFA et 5 puL de pyridine pour
catalyser la réaction de silylation des phénols this serti hermétiquement, le vial est agité

puis laissé 30 minutes dans une étuve a 70 °C.

VI1.3.1.4. Conservation des extraits

L’ensemble des extraits a été conservé a -18 °G des flacons en verre étanches fermés
par des bouchons recouverts de téflon jusqu’a dealyse par chromatographie en phase

gazeuse (voir VII.3.3, p.133).

VII.3.2. Extraction des composés phénoliques par HS -

SPME (matrices fumées)

VII.3.2.1. Préparation des échantillons

A l'aide d’'un emporte-piece calibré, une portionrdatrice d’'une surface de 17 cm? est
prélevée sur une matrice fumée encore congeléeé@entillon est découpé en cubes de
1 cm de c6té et introduit dans un vials de SPME@mL. Le vial est ensuite scellé et placé a

4 °C jusqu’a analyse.
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VII.3.2.2. Mise au point de I'extraction

La mise au point de la HS-SPME des matrices furaémsnporté trois étapes :

+ choix de la phase d’extraction (phases testé&M$F CAR-PDMS, PDMS-DVB, PA
et DVB-CAR-PDMS) ;

+ optimisation de la température et du temps d’'iatioln a I'aide d’un plan d’expérience
a 11 points (plan 22 avec points en étoile etit@blcentral ; gammes testées : 30 a 60 °C et 30
a 60 min) ;

+ étude de la cinétique d’extraction.

VI1.3.2.3. Conditions d’extraction

Apres optimisation, I'extraction a été réalisée ddms conditions suivantes pour
'ensemble des matrices fumées :

¢ nature de la fibre : DVB-CAR-PDMS (50/30 um stdllebe 1 cm, Supelco, Sigma-
Aldricht, Steinheim, Allemagne) ;

+ température d’incubation et d’extraction de I'éatilbon : 50 °C ;

+ temps d’incubation : 15 min ;

+ temps d’extraction : 45 min.
VI1.3.3. Analyse Chromatographique des extraits

VII.3.3.1. Analyse des phénols par GC-quadMS-FID

VII.3.3.1.1. Appareillage

Les analyses monodimensionnelles des extraitstérmedlisées avec un chromatographe
en phase gazeuse (Agilent 7890A, Agilent Technelmgbanta Clara, CA, Etats-unis) équipé
d’un injecteur split/splitless (muni d’un insert earre désactivé), d’un détecteur a ionisation
de flamme et d’'un spectrometre de masse simplerigpdéel (Agilent 5975C, Agilent
Technologies, Santa Clara, CA, Etats-unis).

Toutes les injections ont été réalisées a I'aidm dhjecteur automatique (MPS2, Gerstel,
Mulheim an der Ruhr, Allemagne) muni d’une seringeelO pL ou d’'un support de fibre de

SPME et equipé d’un portoir a échantillons réfrégar+4 °C.
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VII.3.3.1.2. Conditions opératoires
+ Injection liquide :
1 pL dextrait est injecté sans fuite (2 min, ppsgrge a 20 mL/min) a 280 °C avec
I'nélium comme gaz vecteur (contrble de pressiatb0 kPa pendant toute la durée

d’analyse).

¢ Injection SPME :
La fibre est maintenue dans l'injecteur a 280 °@Gdaat 15 minutes (sans fuite pendant
5,5 minutes, puis purge a 20 mL/min), avec I'hélimamme gaz vecteur (150 kPa pendant

toute la durée d’analyse).

* Séparation :

Les extraits sont séparés sur une colonne capilégolaire (DB-5MS, 30 m x 250 um x
0,5 um, J&W Scientific, Folsom, CA, Etats-unis) auene programmation de température
dépendant du type d’extrait analysé (Tableau 28iteGlifférence s’explique par la différence
de richesse des échantillons a analyser : les esph téte modéles ne contiennent que les
composes phénoliques cibles. Il est donc possibleduire le temps d’analyse en conservant

une bonne résolution des analytes.

Tableau 23 : Parameétres de séparation chromatograpiue des extraits aromatigues

Méthode (A) Méthode (B)
Echantillons Condensats de fumées Espaces de téte modéles
concernés Matrices modéles fumées statiques
Pallier initial @ 50 T (1 min) Pallier initial 2 50 €T (1 min)

10 C/min jusqu’a 80 T (0 min)
5 C/min jusqu’a 100 T (0 min)
10 C/min jusqu'a 120 € (0 min)
5 C/min jusqu’a 150 T (0 min)
20 T/min jusqu’a 280 T (0 min)

2 T/min jusqu’a 150 T (0 min)

Programmation 10 C/min jusqu’a 280 <C (0 min)

de température

Pallier final a 280 € (10 min) Pallier final 2280 <T (10 min)

En sortie de colonne, un diviseur d'efflux en T met, via des capillaires inertes, de
répartir le flux entre le spectrométre de masske etétecteur a ionisation de flamme (ratio
1:1).
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+ Détection :

Les paramétres de fonctionnement du détecteurigsation de flamme pendant I'analyse
chromatographique sont les suivants :

+ température du détecteur : 300 °C ;

+ débit d’hydrogene : 40 mL/min ;

+ débit d’air : 450 mL/min.

L’acquisition des spectres de masse a été réglasete quadripble en « full scan » dans
les conditions suivantes :

+ délai de solvant : 4 min ;

+ gamme d’acquisition des ions : 33 a 300 amu ;

+ nombre de mesures parion: 2 ;

+ fréquence d’acquisition : 5,15 spectres/s ;

+ énergie d’ionisation : 70eV ;

+ température de la source : 230 °C ;

+ température du quadrip6le : 150 °C.

+ Traitement :
Les chromatogrammes obtenus ont été analysés agedodiciel « Enhanced
Chemstation » (MSD ChemStation E.02.00.493, Agil€athnologies, Santa Clara, CA,

Etats-unis).

Dix-sept composés phénoliques ont été ciblés damalyse des chromatogrammes :
phénol ; o-crésol ; p-crésol ; m-crésol ; guaia@6-diméthylphénol ; 2,4-diméthylphénol ;
3,5-diméthylphénol ; 3-éthylphenol ; 4-methylguaigc 4-éthyguaiacol ; 4-vinylguaiacol ;
syringol ; eugénol ; 4-propylguaiacol ; (Z)isoeugjéet (E)isoeugénol. Ceux-ci ont été
identifiés dans les extraits par :

+ comparaison des spectres de masse expérimentacixaavase de données Wiley 6 ;

+ calcul des indices de rétention linéaires aprgeciion d'une série d'alcanes a chaine
droite (C5 a C32) ;

+ injection de standards analytiques.

Les résultats de HS-SPME ont été traités de mangdave, en considérant uniquement
les aires de pics du signal FID aprés avoir coatrfile les aires considérées appartenaient

bien a la zone de linéarité de réponse du déteetasr, pour chacun des composés.
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Pour les extraits liquides dans le dichlorométhane, quantification a été réalisée a partir
de l'intégration des aires de pic du signal FID.

L'injection d'une gamme de calibration préparéesdardichlorométhane (Tableau 24) a
permis de calculer les facteurs de réponse de nhdes analytes vis a vis de |'étalon interne
(thymol) dans les conditions de I'analyse.

Tableau 24 : Gamme de calibration utilisée pour laguantification des composés phénoliques dans les
extraits liguides

Point de
calibration

Etalon interne
(g/L)

Analytes

(g/L)

TO T1 T2 T3 T4 TS5

0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05

0,00 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05

Les concentrations massiques dans les condenshiside ont été obtenues en rapportant
les résultats de quantification aux masses d’édlarst utilisées pour les extractions. La
valeur finale correspond a la moyenne obtenue fEsudeux extractions réalisées pour un
méme échantillon.

Pour les extraits ayant subi la réaction de désatbn, la quantification a été réalisée a
partir des solutions de calibration dérivatiséaessdas mémes conditions que les échantillons
(voir VII.3.1.3, p.132).

VII.3.3.2. Analyse des phénols par GCxGC-TOFMS

VII.3.3.2.1. Appareillage

L’analyse des extraits de composés volatiles paonshtographie en phase gazeuse
bidimensionnelle totale a été réalisée avec un ResgdD (LECO Corporation, St. Joseph,
MI, Etats-unis) équipé d’un injecteur split/splégemuni d’un insert en verre désactivé, d’un
modulateur thermique a azote liquide, d’'un fouroselaire indépendant pour la seconde
colonne et d’'un spectrométre de masse a tempslde vo

Toutes les injections ont été réalisées par unctejg automatique (MPS2, Gerstel,
Mulheim an der Ruhr, Allemagne) muni d'une seringde 10 uL et d'un portoir a

échantillons réfrigéré a +4 °C.

136



Matériels et Méthodes

VII.3.3.2.2. Conditions opératoires
+ Injection :
0,5 pL d’extrait sont injectés a 280 °C sans fiizteminutes, puis purgé a 20 mL/min)
avec I'hélium pour gaz vecteur (débit constant ¥mmih).

+ Séparation :

Les composés sont séparés dans la premiere dimessioune colonne apolaire (DB-
5MS, 30 m x 250 pm x 0,5 um, J&W Scientific, Folso®A, Etats-unis). Ensuite, la
séparation dans la seconde dimension est réakisamp colonne polaire (Supelcowax, 1,8 m
X 100 pm x 0,1 um, Sigma-Aldrich Chimie, Lyon, Feah La modulation entre les deux
colonnes se fait par périodes de 5 secondes ates @ chauffage suivies de 1,9 s de
piégeage cryogénique.

Le four primaire a été programmeé comme suit : wenper palier d'une minute a 50 °C
suivi d’'un gradient de 4 °C/min jusqu’a 265 °C. foair secondaire démarre a 90 °C pendant
une minute, puis augmente de 5°C/min jusqu’a “@g5avec un pallier final de
18,75 minutes.

Le modulateur est maintenu a une température syseride 15 °C a celle du four

secondaire pendant toute la durée de I'analyse.

+ Détection :

Les spectres de masse sont acquis en mode « &ul»sdans une gamme de 30 a 300
unités de masse atomique avec les parametres ®iivan

+ température de la source : 200 °C ;

+ énergie d’ionisation : 70 eV ;

+ voltage du détecteur : 1500 V.

La fréquence d’acquisition nominale de I'apparsti @e 5000 spectres par seconde. Les
données brutes sont ensuite converties pour ohierifréquence apparente de 200 spectres

par seconde.
+ Traitement :

Les chromatogrammes ont été analysés a I'aide gigiéb ChromaTOF (« ChromaTOF
optimized for Pegasus », Version 3.34, LECO CorpamaSt. Joseph, Ml, Etats-Unis).
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Apres déconvolution des signaux ioniques par I'atgme du logiciel, I'intégration des
pics est réalisée automatiquement pour les picstayarapport signal sur bruit supérieur a
200. Le signal d’'un seul ion est intégré : la « seasnique ». Celle-ci correspond a un ion
déterminé par I'algorithme comme étant spécifiqueptt considéré : un ion majoritaire de

son spectre de masse qui n'est pas retrouvé daspédetres des pics proches ou co-élués.

La méme gamme de calibration que pour les analysggdimensionnelle a été utilisée

(Tableau 24) pour le calcul des facteurs de répendes concentrations dans les extraits.

VIl.4. Dosage des HAP

VIl.4.1. Extraction

VIl.4.1.1. Echantillons liquides aqueux

Dans le cas des condensats liquides de fumée, Aés dtt été extraits par extraction
liquide -liquide au cyclohexane.

Un échantillon de 10 mL de fumée liquide est pes&OgulL d’'une solution a 0,01 ng/L
d’étalons internes maquées au carbone 13 (Tabl&au Zont ajoutés. L’extraction est
réalisée deux fois avec 30 mL de cyclohexane pdridaminutes dans des tubes de 100 mL
sous agitation mécanique. Aprés chaque extradeoiube est centrifugé 5 minutes a 2500 g

et le solvant d’extraction est transféré dans udlobhae 250 mL.

Tableau 25 : Liste des étalons internes marqués @és analytes associés

Etalons internes marqués
ajoutés avant extraction

Analytes dont la quantification est
réalisée avec cet étalon interne

Fluoréne 13C6
Phenanthréne 13C6
Anthracéne 13C6
Fluoranthéne 13C6

Pyrene 13C3
Benz[a]anthracene 13C6
Chrysene 13C6
Benzo[b]fluoranthéne 13C6
Benzo[k]fluoranthéne 13C6
Benzo[a]pyréne 13C4
Indéno[1,2,3-c,d]pyrene 13C6
Dibenz[a,h]anthracene 13C6
Benzo[g,h,i]peryléne 13C12
Dibenzol[a,e]pyréne 13C6
Dibenzo[a,i]pyréne 13C12

Fluorene

Phénanthréne

Anthracene

Fluoranthéne

Pyréne

Cyclopenta[c;d]pyrene / Benz[a]Janthracéne
Chryséne / 5-Méthylchrysene
Benzo[b]fluoranthéne / Benzo[j]fluoranthéne
Benzolk]fluoranthéne

Benzo[a]pyréne

Indéno[1,2,3-c,d]pyréne
Dibenz[a,h]anthracene

Benzo[g,h,i]peryléne

Dibenzo[a,e]pyréne / Dibenzo[a,]]pyréne
Dibenzo[a,ilpyréne / Dibenzo[a,h]pyréne
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Le solvant est évaporé a I'évaporateur rotatif ygsqun volume d’environ 1 mL. Le
volume restant est transféré dans un tube en eeteeballon rincé deux fois avec 2,5 mL de

cyclohexane pour obtenir un volume final d’envi@®mL dans le tube de récupération.

Le blanc d’analyse est réalisé en remplacant I'élhan par 10 mL d’eau ultrapure.

VIl.4.1.2. Echantillons d’huiles

Pour I'extraction des HAP dans les huiles utilisear la fabrication des matrices
(arachide, chimere et saumon), I'extraction ligdideide au cyclohexane est réalisée selon le
protocole suivant :

1 g d’huile est pesé avec précision dans un tubeege et 50 puL de solution a 0,01 ng/L
d’étalons internes marqués (Tableau 25) sont sgoutéxtraction est réalisée par agitation au

vortex avec un volume de cyclohexane permettarditdior un volume total d’environ 3 mL.

Le blanc d’analyse est réalisé en ajoutant direet#n®0 uL de la solution d’étalons

internes marqués a 3 mL de cyclohexane dans uretuberre.

VIl.4.1.3. Echantillons solides

Pour les échantillons solides (matrices et pulpgaieson), des extractions par solvant
accélérée (« accelerated solvent extraction », B3E Dionex, Sunnyvale, CA, Etats-Unis)

ont été réalisées.

Préalablement a lI'analyse, les échantillons doivérg lyophilisés. Quelques grammes
d’échantillon sont prélevés, pesés et congelés @°Gl avant d'étre placés dans le
lyophilisateur. Aprés lyophilisation complete, IRamtillon est pesé puis broyé jusqu’a
I'obtention d’'une poudre homogéne. Une prise died®mviron 1 g est pesée avec précision
avant d'étre transférée dans une cellule d’extraatincée (cf. ci-apres). 50 uL d’une solution

a 0,01 ng/L d’étalons internes maqueées au carb®if&ableau 25) sont ajoutés.

Le blanc d’analyse est réalisé en ajoutant unigménaesolution d’étalons internes dans

une cellule rincée.
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Avant d’étre rincée, la cellule d’extraction de & est remplie avec : deux filtres,
I'équivalent d’'une spatule de célite (célite 545g€r, Paris, France) et 15 g de florisil
(100-200 mesh, LGC Promochem, Molsheim, Francele Ebt ensuite rincée dans les
conditions suivantes :

¢ static : 5 min ;

¢ flush : 75% ;

¢ purge : 200 s ;

¢ cycles: 2;

+ température de four : 100 °C ;

¢ pression : 100 bar ;

+ solvant : dichlorométhane.

Aprés ajout de I'échantillon et des étalons interné&extraction est réalisée dans les
conditions suivantes :

+ static : 5 min ;

¢ flush : 100% ;

¢ purge : 200 s ;

¢ cycles: 2;

+ température de four : 100 °C ;

¢ pression : 100 bar ;

+ solvant : hexane/acétone (50/50 ; v/v).

Le solvant d’extraction est récupéré dans un ball250 mL et évaporés a I'évaporateur
rotatif jusqu’a un volume d’environ 1 mL. Le volumestant est transféré dans un tube en
verre et le ballon rincé deux fois avec 2,5 mL glelahexane pour obtenir un volume final

d’environ 6 mL dans le tube de récupération.

VIl.4.1.4. Purification de I'extrait

Il s’agit de faire passer I'échantillon a travemrseuphase stationnaire ayant une affinité
pour les HAP qui va spécifiquement les retenir.ritigage de la colonne permet d’éliminer
les éventuelles impuretés restées a l'intérieutadeolonne. Enfin, les HAP retenus par la
colonne sont récupérés en faisant circuler a tsauarmélange de solvant qui va permettre

des les éluer.
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Les extraits obtenus précédemment sont purifiéscelonne Envi Chrom-P (Supelco,
Sigma-Aldrich Chimie, Lyon, France) montées sursysteme de tirage a vide Vac Elut
(Probalo, Paris).

La colonne est conditionnée préalablement par gasda 15 mL d’acétate d’éthyle, puis
10 mL de cyclohexane. L'échantillon est déposélawolonne, et effectue un passage lent,
sous un vide faible. Le tube est rincé deux foisdmL d’'un mélange cyclohexane/éthanol
(70:30, viv), également déposés sur la colonnenEld rincage de la colonne est complété
par le passage direct de 3 mL du mélange cyclotedétiranol (70:30, v/v) (remplacé par
3 mL de cyclohexane dans le cas d’extraits d’hliles

Les analytes retenus par la colonne sont enfirsgbaé passage de 12 mL d’'un mélange

cyclohexane/acétate d’'éthyle (40:60, v/v) a tralelonne.

VIl.4.1.5. Concentration de 'extrait

Les éluats récupérés dans des tubes en verrelaoés mlans un bloc chauffant a 40 °C et
évaporés sous un courant d’azote jusqu’a un vollieresiron 200 pL.

50 uL de la solution d’étalons externes (3-Fluduorfanthene, 3-fluoro chrysene et 9-
Fluoro benzol[k]fluoranthene) a 0,01 ng/uL sont ggswavant de transférer la solution dans un
vial en verre.

La solution est évaporée a sec sous courant d'azisde résidu est repris avec 20 uL de

toluene et agité au vortex.
VIl.4.2. Analyse chromatographique

VIl.4.2.1. Analyse des HAP par GC-MS/MS

VI.4.2.1.1. Appareillage

Les analyses ont été réalisée a l'aide d’'un chrographe en phase gazeuse (HP-6890,
Agilent Technologies, Santa Clara, CA, Etats-Ugtp)ipé d’un injecteur split-splitless (muni
d’'un insert en verre désactivé) et couplé a untsp@eétre de masse triple quadripolaire
(Micromass Quattro-Micro, Waters Corporation, MitlpMA, Etats-Unis).

L’ensemble des injections est réalisé par un iejgcautomatique (Agilent Technologies,
Santa Clara, CA, Etats-Unis).
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VII.4.2.1.2. Conditions opératoires
+ Injection :
2 UL d’extrait sont injectés a 280 °C, a une passie 89,6 kPa (sans fuite 1 minute, puis
purge a 30 mL/min) avec I'hélium pour gaz vectaléh(t constant a 1 mL/min).

+ Séparation :
Deux méthodes de séparation ont été utiliséeslpsuteux types d’échantillons analysés
(Tableau 26). Cette différence correspond a une mijsur réalisée entre les deux campagnes
d’analyse par le LABERCA pour améliorer la séparatt le dosage des HAP cibles dans les

matrices alimentaires.

Tableau 26 : Parameétres de séparation chromatographyue des extraits de HAP

Méthode (A) Méthode (B)
Echantlllo,ns Condensats de fumée Matrices fumées
concernés
ZB-5 ZB-50
Colonne utilisée 30 m x 0,25 mm x 0,25 pum 30 m x 0,25 mm x 0,25 pm
Phenomenex, Torrance, Etats-Unis | Phenomenex, Torrance, Etats-Unis
palier initial & 110 €T (1 min) palier initial 2 11 0 T (1 min)
Programmation 20 T/min jusqu’a 240 T (0 min) | 80 T/min jusqua 220 T (0 min)
de température 5 C/min jusqu'a 340 C (0 min) 5 T/min jusqu'a 270 T (0 min)
3 T/min jusqu’'a 295 T (0 min)
20 C/min jusqu’a 320 T (5 min) 20C/min jusqu'a 3 30 T (18 min)
+ Détection :

L’acquisition du signal est réalisée en mode « ipl@ltréaction monitoring » pour suivre
deux transitions ioniques diagnostiques de chagdB.H.es énergies de collision utilisées

dépendant de I'analyte et de la transition congie(Tableau 27).

¢ Traitement :
Les données ont été traitées a l'aide du logiciaksliynx (Water Corporation, Milford,
MA, Etats-Unis).

Afin d’assurer une bonne fiabilité des analysegages parametres de contrdle permettent
valider I'analyse de I'ensemble des composeés cileat pris en considération :
+ |a présence des pics associés aux étalons intetreasernes ;

+ |'écart entre le temps de rétention d’un analytéeeson étalon interne (< 0,5%) ;
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+ |e rapport signal sur bruit des signaux ioniquassaérés (> 3) ;
+ |a détection d’au moins deux transitions diagmpss ;

+ |e ratio d’intensité entre les transitions de #bte et son standard (Tableau 28).

Tableau 27: Transitions diagnostique et énergies dmllision associées aux différents analytes HAP

Energie de Energie de
Analyte Transition 1 collision T1 Transition 2 collision T2

(eV) (eV)
Fluoréne 166>164 25 166>140 30
Phénanthréne 178>176 25 178>152 15
Anthracene 178>176 25 178>152 15
Fluoranthéne 202>200 30 202>152 30
Pyréne 202>200 20 202>152 30
Cyclopentalc;d]pyréne 226>224 30 226>200 35
Benz[a]anthracéne 228>226 30 228>202 20
Chrysene 228>226 30 228>202 20
5-Méthylchrysene 242>240 30 242>226 25
Benzo[b]fluoranthéne 252>250 30 252>226 20
Benzo[jJfluoranthéne 252>250 30 252>226 20
Benzolk]fluoranthéne 252>250 30 252>226 20
Benzo[a]pyréne 252>250 30 252>226 20
Indéno[1,2,3-c,d]pyrene 276>274 45 276>272 50
Dibenz[a,h]anthracene 278>276 30 278>252 20
Benzo[g,h,ilpérylene 276>274 45 276>272 50
Dibenzola,l]pyrene 302>300 40 302>298 50
Dibenzo[a,e]pyréne 302>300 40 302>298 50
Dibenzo[a,i]jpyréne 302>300 40 302>298 50
Dibenzola,h]pyréne 302>300 40 302>298 50

Tableau 28 : Critére de tolérance pour le controleles ratios d’ions

Rapport d’'intensité entre les transitions

T1 et T2 de I'analyte considéré Variabilité toleree

> 50% 20%
20 - 50% 25%
10 - 20% 30%

<10% 50%

Une fois ces critéres validés, la quantificatiohréalisée par dilution isotopique a l'aide
d’'une gamme de calibration a 8 points (Tableaup28parée dans le toluene est injectée dans
les mémes conditions que les échantillons (lesespondances analyte - étalon internes

utilisées pour les quantifications ont déja ét&senéées dans le Tableau 25).
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Tableau 29 : Gamme de calibration utilisée pour l@uantification des HAP

Point de calibration Cal0 Call Cal2 Cal3 Cal4 Cals Cal6 Cal7
Etalons internes marqués (pg/pL) 25 25 25 25 25 25 25 25
Standards analytiques natif (pg/uL) 0 5 10 25 50 250 500 2000
Etalons externes fluorés (pg/pL) 25 25 25 25 25 25 25 25

Selon la méthode de séparation utilisée, des dmBfu peuvent étre constatées sur
certains analytes. Celles-ci sont prises en comiptdifféerentes facons lors du traitement des
chromatogrammes :

+ Avec la méthode (A), la co-élution entre les bdhmwanthénes (b, j et k) n'est pas
parfaitement résolue. Dans ce cas la, une corredtiosignal n’est pas possible puisque les
transitions diagnostiques des trois HAP impliquést des mémes. lls ne peuvent donc pas
étre quantifies séparément. Cependant, comme fsepent le méme facteur d’équivalent
toxique (« Toxic Equivalent Factor », TEF) (Table3@), il est possible de les quantifier
comme un seul analyte sans que cela ne modifigntagon de la toxicité globale relative de
I'échantillon.

+ Avec la méthode (A), le cyclopenta[c,d]pyrene @stelué avec le benz[a]anthracene.
Or, lionisation du benz[a]anthracene donne de aranimportante naissance a un ion de
masse 226, qui correspond a la masse du cyclopgatj@jrene ionisé. Il est donc nécessaire
de corriger les aires observées pour le cyclopeuipyrene en tenant compte de la
contribution apportée par les ions issus du beamfhfacene. Pour les transitions de
guantification, cette contribution peut étre estnpar l'injection de solutions de standards
pures, la correction est réalisée par calcul :

[Aire Corrigée CPP] = [Aire CPP 226-20q - contribution * [Aire BaA 228-204

+ Avec la méthode (B), le méme type de co-élutioh adstenu d’'une part pour le
cyclopenta[c,d]pyréne et le chrysene et d’autré plarenu pour I'indéno[1,2,3-c,d]pyréne et
le dibenz[a,h]anthracene. La correction des aitegaisée dans les deux cas par le méme

type de calcul que précédemment.

Le TEQ de chaque échantillon (fumée expérimentalenatrice fumée) est calculé selon
les recommandations de la saisine AFSSA n°2000-@/%{Tableau 30) en additionnant les
concentrations en HAP individuels multipliees pes TEF correspondants. Ceci permet de
comparer l'aspect toxicologique des fumées indait les HAP en prenant en compte les
différences de toxicité individuelle de ceux-ci.
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Tableau 30 : TEF utilisés pour le calcul des TEQ

Analyte TEF Analyte TEF

Fluoréne 0,001 Benzol[jlfluoranthéne 0,1

Phenanthréne 0,001 Benzolk]fluoranthéne 0,1
Anthracene 0,01 Benzo[a]pyréne 1

Fluoranthéne 0,01 Indéno[1,2,3-c,d]pyréne 0,1
Pyréne 0,001 Dibenz[a,h]anthracéne 1

Cyclopenta[c;d]pyrene 0,1 Benzo[g,h,i]péryléne 0,01
Benz[a]anthracéne 0,1 Dibenzo[a,l]pyréne -
Chryséne 0,01 Dibenzo[a,e]pyréne -
5-Methylchryséne - Dibenzo[a,ilpyréne -
Benzo[b]fluoranthéne 0,1 Dibenzo[a,h]pyréne -

VII.5. Analyses statistiques des résultats

L’ensemble des analyses statistiques a été réalia&le deux logiciels :
*+ XLSTAT 2011 (Version 2011.2.08, Addinsoft SARL,rBaFrance) ;
¢ Statgraphics Centurion XVI (version 16.1.02, Statp Technologies, Warrenton, VA,

Etats-unis).

Les résultats ont été analysés dans un premierstpanpanalyse de la variance (ANOVA)
a plusieurs facteurs en prenant en compte lesatttens de degré 2 (interaction de deux
facteurs). Les différences et effets sont consglémmme statistiquement significatifs pour
des risques d’erreur inférieurs a 5% (niveau deifogtivité ou « p-value » < 0,05).

Les quantités de données n’étant pas suffisantes tpeter statistiqguement la normalité
des données expérimentales, celle-ci a surtout@é&olée graphiquement a l'aide de la
droite de Henry et par I'étude des résidus norraal{pour repérer des valeurs expérimentales
présentant un résidu inhabituel). La vérificatianld normalité des données traitées permet
d’assurer que les résultats obtenus par ANOVA saiides puisque obtenus sous les

hypothéses d'utilisation de la méthode d’analys&aderiance.

Pour les résultats présentant des différences fisigtives par ANOVA, un test de
comparaison multiple est réalisée, par la méthaadadplus petite différence significative
(Test LSD de Fisher: « Least Significant Differeny. Les différences sont alors aussi
considérées comme significatives pour des risqlesedr inférieurs a 5%.
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Les Analyses en Composantes Principales réalisgades variables non-homogenes ont
été systématiquement normalisées : toutes les neasasont ramenées a 1 en divisant
'ensemble des valeurs d’'une variable par I'écgoet global de celle-ci. Pour les ACP
réalisées sur des variables homogénes, la noritiatisa été décidée au cas par cas, en
prenant en compte le contexte et le but de chacgigse.

En ramenant les variances de toutes les variableséane niveau, on diminue I'efficacité
de la procédure, dans le sens ou les inerties dqguehcomposante principale seront plus
réduites. Concretement, l'utilisation de 'ACP stardisée imposera ['utilisation d'un plus
grand nombre de composantes principales pouruestissez d’information pour que celle-ci
soit pertinente et exploitable (par rapport & cesguait réalisable avec la méme ACP réalisée
sur les données non-normees).

Le nombre de composantes principales conservéissizel de chaque analyse a été décidé
a chaque fois pour permettre une restituer a fadfoimaximum d’inertie et d’information. En
particulier, au dela des deux premieres composamgssont conservées que celles qui

permettent un apport déterminant d’'information dasseprésentations graphiques.

Les classifications automatiques réalisées sontutéés de maniére ascendante. Les
agrégations itératives sont réalisées selon lererdle Ward qui permet de minimiser I'inertie
intra-classe et de maximiser I'inertie inter-clasSe critére permet d’aboutir & des groupes
distants les uns des autres dont les individusmaches entre eux.

A partir des dendrogrammes obtenus, la partitioolasses est réalisée automatiqguement
sur le critére du saut d’inertie le plus importantne étape d’agrégation.

Les régressions de données expérimentales ont éalléisées a l'aide du logiciel
Statgraphics. La validité des modeles mathématigbésnus a été évaluée par le calcul des
coefficients de corrélation ajustés et par desstel manque d’'ajustement (considéré
significatif au risque e se tromper de 5%).
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Premiere partie

Caractérisation d’'un générateur de fumeée a friction
Influence des parametres opérationnels sur

la composition de la fumée.
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VIIl. Mise au point et validation du pilote de prod uction et
de piégeage de fumeées

Afin de pouvoir étre utilisé pour les expérimertdat envisagées, le pilote expérimental
(décrit en VI.3, p105.) doit satisfaire a un enskmbexigences techniques. Celles-ci ont été
controlées lors de sa mise en place, pendant lssat@an de chaque expériences au
posterioripar analyse statistique de I'ensemble des domééetiées.

Les caractéristigues exigées pour un tel montage de plusieurs types. Afin de
permettre l'unicité du débit dans toutes les coteduiet d'éviter des éventuelles
contaminations par des apports extérieurs, le eitlit étre totalement étanche entre les
points d’entrée et de sortie. Il doit en outre @ossible d’assurer un débit de tirage constant
sur la durée complete d’une expérience et surdiede des expériences, afin de garantir que
le piégeage de toutes les fumées se fait dansodégions identiques.

Par ailleurs, la modification des réglages du pilatoit permettre de faire varier
effectivement les conditions de I'expérience. L'anggtation du temps d’'appui de la blche
doit mener a une augmentation de la températungydsyse du bois. L'allongement de la
distance parcourue par la fumée entre le généraggute piege doit permettre un
refroidissement plus poussé de celle-ci.

Enfin, les variables expérimentales (températumsductions et consommation de
matiere) doivent pouvoir étre contrdlées pour \alile bon fonctionnement de I'opération a
chaque expérimentation. En particulier, vérifiefficacité du piégeage et de la récupération

des fumées par ringage est un point clef de ceférence.

VIII.1. Mesure des débits de tirage

L’étanchéité des différentes connexions du piloqgeemental a été vérifiee facilement de
maniere visuelle. En faisant fonctionner le gém@natsous un faible débit de tirage, il se
produit une accumulation de fumée a lintérieurtoletes les parties du pilote. Les bréches
existantes sont signalées par des échappementsnui®e fqui sont pu étre colmatées en
n'utilisant que des matériaux inertes pour touessgdortions en contact avec la fumée avant

son piégeage.
Une fois le pilote étanche entre le point d’enteéale sortie, le débit volumique global
peut étre mesuré en un seul point du montage.tléeslué dans la conduite de sortie

horizontale car la géométrie de cette sectionaeptus propice a la mesure des vitesses d’air.
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Le calcul du débit étant dépendant du régime diernent a I'équilibre (laminaire ou
turbulent ; uniforme ou inégal), il est nécessdied’estimer a partir du calcul du nombre de

Reynolds (Figure 56).

V — vitesse dair au centre de la conduite (h.s
D — diameétre de la conduite (0,15 m)

Re — Nombre de Reynolds (adimensionnel) .
v — viscosité cinématique de l'air (15,64012.s" & 25°C) !

Figure 56 : Calcul du nombre de Reynolds

Quelle gque soit la vitesse de circulation de l&ans la conduite, le nombre de Reynolds
associé est supérieur a 3000, ce qui indique gue tdaites les conditions testées le flux d’air
est turbulent. Par ailleurs, des mesures réals@etout le diamétre de la conduite montrent
gue la vitesse d’air est macroscopiqguement unifagmeout point de la conduite. Le profil de
vitesse dans la conduite est donc plat en régimpeifeent, ce qui permet de calculer le débit
d’air directement a partir de la vitesse d’air ntésuen un seul point de la conduite (Figure
57).

: Régime laminaire inégal Régime turbulent uniforme
: — : i
! < : < : vV :
1 k‘—n Q—n .
. . _ i
: Section de mesur&) Section de mesur&) .
! Débit =5 V do Débit =); Vdo = V.S |

Figure 57 : Profil de vitesse et débit volumique dlir selon son régime d’écoulement

Parmi les paramétres pris en compte, seuls dewsignificativement (au risque de 5%)

varier le débit de tirage : la puissance de laihgrlet la présence du piege frigorifique dans le
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montage. Du fait de I'étroitesse de la double espeé, le piege frigorifique entraine de
grandes pertes de charges dans le montage et éimimsidérablement le débit. Mais que ce
Soit avec ou sans piege frigorifique, le débitedsteairement dépendant de la puissance de la
turbine (Figure 58). Ceci permet d’ajuster le tea@ la valeur désirée, jusqu’a une valeur
maximale de 36 fth® qui correspond au débit maximal atteignable loesde piége
frigorifique est installé.
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Figure 58 : Débit de tirage dans le pilote expérinmgal en fonction de la puissance de la turbine el
présence du piege frigorifique

Le débit choisi doit a la fois assurer qu'il n'ypas de stagnation dans les différentes
sections du pilote et étre le plus réduit possibéefait de réduire le débit permet d’augmenter
le temps de séjour de la fumée dans les piegepjicigmente I'efficacité de rétention (avec
plus d’ionisation dans le piége électrostatiqgueplets de refroidissement dans le piege
frigorifique). Le débit satisfaisant & ces condigcest d’environ 30 frh™.

VIII.2. Mesure des températures de pyrolyse

Les mesures de température de pyrolyse n'ont pésrédlisées pendant chaque
expérimentation et ont fait I'objet d’essais spéciés selon les différentes conditions du plan

d’expérience. En effet, la présence au coeur dédhebdu thermocouple risquait entre autres
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d’'induire des contaminations dans les fumées exyiriales (par exemple des produits de
dégradation des gaines de plastique). Par aillturag¢thode de mesure employée ne permet
pas pratiquement I'acquisition de la températurecaurs de la totalité d’'une expérience,
puisque le thermocouple utilisé est rapidemenudéine fois a l'interface entre la bdche et le

rotor du générateur.
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Figure 59 : Température mesurée au cceur de la blchers de la production de fumée a partir de bois de
chéne, avec une durée d’appui de 5s

La Figure 59 présente un exemple de relevé de tatupé obtenu, ainsi que

I'interprétation des différentes portions d’enréigiment. Pendant la phase de latence B,
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la sonde est trop €éloignée de la zone de pyrolysgnglique que la température de la blche :

il s’agit de la température ambiante. Au fur et@sare que la blche est consommée, la sonde
de température se rapproche de la source de chplsgu’'a ce qu’il soit possible d’observer
des variations de températures cycliques (B). @eles représentent les cycles de production
de fumée : la température s’éleve rapidement parddaemps d’appui (friction blche/rotor)

et diminue pendant le temps de repos. Lors des pleuriers cycles (B'C) I'évolution de la
température ne correspond encore qu’a la chaldtusde a travers la bdcher jusqua la
sonde.

Au point C, la brusque augmentation de tempérda@mmigne du fait que le thermocouple
entre en contact avec la zone de pyrolyse, on deresue tant qu'’il est parfaitement intact il
enregistre la température réelle de pyrolyse.

Le dernier cycle semble présenter une augmentagotempérature significative, mais
témoigne en fait de l'altération poussée du thewoupte qui sera finalement détruit (D), par
arrachage complet ou par rupture de la souduredehau cours de ce cycle, les relevés de
températures aberrants apparaissent (températggatives, températures extrémement
élevées, ruptures de continuité, etc.). Si la ceuld température a pourtant I'air « normale »,
cela s’explique par la méthode de constructioneadle-ci: les données brutes enregistrées par
la centrale de mesure sont « lissées » a I'aideedfnoyenne mobile sur un grand nombre de
valeurs. L’'acquisition étant réalisée plusieurssfpar seconde, elle fluctue rapidement,
donnant un signal avec beaucoup de bruit de fond.

Il est certain que le fait d’employer un thermodeumglans ces conditions induit
nécessairement des imperfections de la mesure meétature. En effet, dés que le
thermocouple est placé dans cette zone de pressida friction intense, sa soudure chaude
commence a étre détériorée. Ceci n'entraine passaicement I'arrét des mesures, mais des
imprécisions ou des mesures aberrantes, puisqueetaire de température a l'aide d'un
thermocouple réside justement dans la qualité diee cesoudure » et des différences de
potentiel qu’elle engendre. Par ailleurs, il neas impossible que la friction du thermocouple
lui-méme sur le rotor n’entraine un léger échauéfemsupplémentaire qui n’existe pas

lorsque la blche est pyrolysée seule.

La Figure 60 présente I'acquisition de la tempéetie pyrolyse au cours d’'un autre essai
et illustre mieux les problemes posés par la détation des températures de pyrolyse
réelles a partir des enregistrements réalisésstllimportant de noter que méme si la

température semble s'étre stabilisée a au coursydie 2, 'amplitude de la variation du

153



Résultats et Discussion - Premiére Partie

signal (pourtant présenté apres « lissage » dasegshsur cette portion est d’environ 100 °C,

sans prendre en considération les mesures abexrante
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Température enregistrée par le thermocouple (T)

Figure 60 : Température mesurée au cceur de la blchers de la production de fumée a partir de bois de
chéne, avec une durée d’appui de 20s

A cause des problémes inhérents a la méthode eégldyr’a pas été possible a partir de
nos relevés de donner avec précision une tempérdéupyrolyse associée a chaque condition
de génération de fumée mises en ceuvre par la Slgterelevés de température permettent
tout de méme d’assurer le bon fonctionnement doteiexpérimental du point de vue du
temps d’appui. Le générateur a friction a été sdilpour faire varier la température de
pyrolyse en faisant varier le temps d’appui. llsas de ces mesures que les trois temps
d’appui considérés menent bien a des niveaux dedeture différents (quelle que soit
I'essence et 'humidité de bois considérées) :

+ 5 secondes d’appui ®350°C ;

+ 25 secondes d’appui 400 °C;

+ 45 secondes d’'appui ®°450 °C.

Comme nous ne pouvons pas garantir avec précisgo@darts de température réels entre
les différentes conditions opératoires, ce paragradra toujours interprété par la suite comme

un parametre discret.
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VII1.3. Choix d’une solution de ringcage des piéges a fumée

La soude et I'acide acétique molaires ont été sestétant que solution de rincage. Le
choix a été réalisé a la fois selon un critere nepke (efficacité de ringage) et un critere
analytique (qualité des extraits obtenus a paetsrfdmées liquides de ringcage).

D’abord, la solution de ringage doit étre capatde@hliser un rincage des pieges a fumée
« en profondeur ». En effet, a partir d'une cedailurée de piégeage en continu, un dépét
épais de goudrons de fumée peut se former a iebédes pieges, en particulier le piége
électrostatique. Il est nécessaire de pouvoir ré@rgpar le rincage méme les couches les plus
« profondes » de dépbts. Si la composition der@kin’est pas la méme dans les premiers et
les derniers cycles de production, un rincage diggerentrainera une sous-estimation des
composés généreés préférentiellement au début xigéfienentation et une surestimation des
composes apparaissant plus tard.

De ce point de vue, la soude est largement plusae# que I'acide acétique : elle permet
un réel décapage du piége et la récupération sgtithme des dépbts de fumée les plus
« profonds ». Par ailleurs, elle permet la récuparad’'une plus grande quantité de dépbts de
fumée avec un méme volume de solution. Les fum@eslés obtenues avec de la soude sont
donc plus concentrées, ce qui présente un avamagenégligeable pour les extractions

ultérieures.

En plus de cela, la solution de ringcage doit petraele maximiser les teneurs en analytes
(HAP et composés phénoliques) dans les extraienaltapres extraction. Une série d’essais
a donc été réalisée pour comparer les extraitaméds liquides obtenues avec des conditions
de génération et de piégeage identique, mais digoss de rincage différentes.

- Les extraits de HAP de fumées liquides dans ladsosont plus concentrés pour
I'ensemble des analytes détectés (résultats n@eipies).

- Les extraits aromatiques sont plus concentrés laomajorité de leurs composés (plus
de 200 pics chromatographiques détectés). Seulentasés sont plus concentrés pour
I'extrait obtenu a partir d’acide acétique, san$l goit possible d’affirmer si cette différence
est établie lors de I'étape de rincage ou I'étap&trhction. Parmi ces composeés volatils, un

seul fait partie des composés phénoliques cibdkd-vinylguaiacol (Figure 61).
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Figure 61 : Comparaison des chromatogrammes d’extits aromatiques de fumées liguides obtenues par
rincage des pieges a fumée avec différentes soluiso

Ces résultats préliminaires ont permis de choésssdude en tant que solution de ringcage
des piéges pour la récupération des dépbts de fubeéehoix est défavorable a un seul des

composes ciblés par nos analyses : le 4-vinylgohiac

VIIl.4. Choix du type de piege a fumée utilisé

Une autre série d’essais préliminaires a été émlmour tester la nécessité du piege

frigorifigue en complément du piége électrostatibpre des expérimentations.

La Figure 62 et la Figure 63 illustrent le fait daegpiége frigorifigue ne représente pas un
apport significatif a 'analyse des fumées prodiiten effet, on constate pour I'ensemble des
composes ciblés (HAP et composés phénoliquesyien’a aucun que le piége frigorifique
permette de mettre en évidence. Par ailleurs, lesianalytes détectés dans les deux pieges
sont présents en quantités largement inférieures t&a piege frigorifique (la plupart des
analytes n’étant méme pas détectables a partealesde rincage de celui-ci).
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Figure 63 : Comparaison des quantités de HAP dosédans des fumées liquides issues des deux pieges du
pilote expérimental
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Il a été décidé de ne pas utiliser le piege friggue en complément du piége
électrostatique puisqu’il ne représente ni quagenent ni qualitativement un apport
significatif. Qui plus est, son élimination pernaugmenter la durée des expériences, et
donc la quantité de fumée piégée électrostatiquerieneffet, a cause de la formation rapide
de bouchons de glace dans la double enveloppeede fiigorifiqgue a partir de 'humidité du
flux d'air, la circulation de fumée dans le pilat&ait complétement interrompue au bout de

deux a trois minutes.

Malgré les imprécisions de mesure sur les tempéeatde pyrolyse inhérentes au matéfiel

utilisé, les essais préalables ont permis de détexmes conditions opératoires utilisées.

IX. Production des fumées, ¢étude des \variables

expérimentales du pilote

IX.1. Variables expérimentales étudiées

Une fois le pilote validé, 'ensemble des 24 expémtations de génération, piégeage,
extraction et analyse de fumées du plan d’expésienété réalisé dans un ordre aléatoire.
Mais avant de pouvoir interpréter les données anmatriques obtenues, il était nécessaire de
valider le fonctionnement global du pilote sur Bemble du plan expérimental. Pour cela,
nous avons utilisé les difféerentes valeurs de teatpées et de bilan matiere associees a

chacune des expériences.

Le relevé systématique de la température ambiargssde un double intérét. Au cours de
I'expérience, il a permis de contrbler le bon famehement de la centrale de mesure. A
posteriori, cette mesure a permis de vérifier gaesemble des expériences avait bien été
mené dans les mémes conditions ambiantes. Celaepeaten vérifier entre autre que les
fumées parcourant la conduite depuis le générabsgu’au pieége sont exposées au méme

refroidissement.
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Figure 64 : Relevés de températures aux différentsoints du pilote expérimental pendant la génératioret
le piégeage de la fumée expérimentale P12 (tempspbui : 45 secondes)

De méme que nous l'avons vu pour la températurpydalyse du bois, on constate des
variations cycliqgues plus ou moins prononcées dé®stempératures qui correspondent au
mode de fonctionnement « appui/repos » du génédrabdous pouvons constater que les
oscillations de température s’accompagnent d'unevalglobale. Ceci traduit le fait que le
temps de relaxation entre deux temps d’appui dalitne (20 secondes) n'est pas suffisant
pour permettre le retour du systeme a sa tempérdtarigine. Il a cependant été décidée de ne
pas rallonger le temps de repos pour pallier ateve de température. Non seulement cela
ne correspond pas au fonctionnement normal depeedg générateur en industrie, mais en
plus cela rallonge d’autant le temps d’attente a@dumée piégée avant sa récupération,
laissant place a de potentielles évolutions de-azll

L’ensemble de ces variations de température auscdurtemps posent le probléme du
choix des parameétres de contrble de I'expérienciérbnts essais ont été réalisés afin de
déterminer quels parameétres représentatifs des itwosd réelles étaient exploitables
(moyennes globales, moyennes par cycle de prodyctimmyenne mobile sur un grand
nombre de mesures, meédiane, etc.). Les séries deéds qui ont été conservées car
représentatives et statistiquement exploitableslssrsuivantes :

+ température d’émission de fumée maximale atteinte,
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+ température de fumée piégée maximale atteinte,

+ température « séche » de I'enceinte du générateur,

+ température « humide » de I'enceinte du géenérateur

L’humidité relative (HR) moyenne au cours de I'esipace dans I'enceinte du générateur
de fumée a été déterminée a partir de la températseche » moyenne te de la température
« humide » moyenne. Bien que les valeurs obteneesette facon soient approximatives,
elles ont été conservées car elles se révelenuBtparameétre discriminant dans les analyses

et effectivement lié aux parametres opérationnels.

Les bilans de matiere réalisés par pesée desadtiteéléments (pieége, blche, cendrier,
flacons de récupération) avant et aprés chaqueatipéront permis d’évaluer les données
suivantes pour chaque opération :

+ masse de bois consommeée au cours de I'expérience,

+ masse d’'imbrdlés résiduels produits au coursedgérience,

+ masse de fumée piégée au cours de I'expérience,

+ masse de fumeée récupérée lors du rincage.

A partir de ces valeurs, il a été possible d’appeogar le calcul certaines données non
mesurables directement :

+ masse de matiére seche de bois consommeée audedigspéerience

(= masse de bois consommeée — teneur en eau duthigis * masse de bois consommeée),

+ la masse de fumée produite

(= matiére séche consommeée — imbrdlés produits),

+ le rendement de production

(= 100 * masse de fumée produite / matiere sechsaromee),

+ 'efficacité de piégeage

(= 100 * masse de fumée piégée / masse de fuméaitep

IX.2. Effets individuels des parametres sur les var  iables

L’ensemble des données de ces parametres de fometieent a été traité par analyse de la
variance et test des étendues multiples afin dfifienlesquels étaient variables selon les

conditions opératoires. Les résultats de ces agmlysnt présentés dans le Tableau 31.
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Tableau 31 : Résultats d’analyse de la variance éést de comparaison multiple LSD réalisés sur
parametres de contréle du pilote mesurées au coudg la génération des fumées expérimentales

€s

Temps d’appui |Essence Bois Teneur en eau Distance Air
ANOVA LSD ANOVA LSD ANOVA LSD ANOVA LSD ANOVA
e e Q pe] b
83 82 o o 82 g | 33 83
38 s 25 45| 38 |&@ 5| 38| &8 £ | 3§ [8 49 3§
g < SE |5 2| 5|8 5| g [moem| g5
Z95 Z o Z D I Z D Z Do
(] (] (] ) (]
Bois consommey 1, /5 267 271 4 a6 0034 | 2t 0,867 0,625
()] 217 232
iP= & 250
Matiere séche | ; aq 0,275 0,000 0,787 0,708
consommeée (g) 104
Imbrles 1 g 964 0,692 0.239 0,990 0,929
produits (g)
Rendement de
oroduction (%) | 0714 0,312 0,409 0,463 0,642
A i 169
Fumee produite} 545 0,821 0,001 0,790 0,314
(9 47
A idaé 52 53
Fumee piegee | ;174 0,024 0,015 0,058 0,414
9 34 32
i A 69 90
Efficacite 1519 0,021 0,001 0,579 0,747
piégeage (%) 52 31
A 29 28
_ Fumee 0,054 0,016 0,031 0,202 0,804
récupérée (g) 19 20
Humidité 54
relative de l'air | 0,176 0,257 0,031 0,312 0,118
moyenne (%) =Y
Température 65 | 67 65
fumée émise | 0,020 0,045 0,909 0,613 0,813
Max. () 55 60
Température 34 34 35
fumée piégée | 0,026 0,119 0,088 0,003 0,897
Max. () 30 30

- Les niveaux de significativité témoignant d’un effet significatif au risque 5% est signalée en gras
- Les tests LSD ne sont réalisés que si I'effet associé est significatif

- Les valeurs reportées pour les niveaux du test LSD sont les moyennes par modalité de facteur
- Les moyennes sur une méme ligne ne sont pas significativement différentes au risque 5%

Les différences constatées pour la productionjdggage et la récupération de la fumée
sont déterminants. Le fait que I'origine des fum@ssence de bois et humidité) influence les
masses de fumée récupérée, indique que les funagédeb obtenues n'ont pas les mémes
concentrations (puisque le volume de solution deage est fixe). Ceci indique que les

fumées liquides obtenues n’ont pas toutes la mé@neentration en goudrons de fumée. La
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composition des fumées expérimentales ne peuttmaeXprimée en teneurs d’'analytes dans
les fumées liquides, il est nécessaire de calteseteneurs en analytes dans les goudrons de

fumée condensées.

Les mesures de températures de fumée émise appgotesieurs informations
déterminantes. D’'une part nous pouvons Vvérifier lguehute de température est trés rapide
des que 'on s’éloigne du point de friction. La dem’est placée qu’'a quelques centimetres de
la zone de pyrolyse dont la température peut alteifes 450 °C, mais les fumées les plus
chaudes a son contact atteignent au maximum 70l60s pouvons donc affirmer que les
étapes de décomposition pyrolytigue ont déja celssgsant place aux mécanismes de
diversification des composeés produits dans la zo@€robie (DemirlzaA. & Arin, G., 2002)

Par ailleurs, nous pouvons vérifier indirectemem ¢es temps d’appui développent des
températures de pyrolyse différentes, puisque Ueséés émises ne sont pas a la méme
température. Par contre, alors que I'on aurait 'attesdre a trois niveaux de température
d’émission, nous constatons que les fumées pradpde cycles de 25 et 45 secondes sont a
la méme température moyenne.

Signalons aussi que les deux essences de boiooné dieu a des fumées émises a des
températures différentes, ce qui pourrait suggdesr niveaux de température de pyrolyse
réelle difféerents. Nos mesures de température delysg n'ont mis en évidence que des
différences dues au temps d’appui. Cependant, dtamé I'imprécision de cette mesure, il
est possible gu’en restant dans la méme gamme rdpétatures, les deux bois soient
pyrolysés a des niveaux sensiblement différents poutemps d’appui donné. A temps
d’appui, force d’appui et vitesse de rotation fixédévation de température engendrée par la
friction du rotor sera d’autant plus grande quédés utilisé est dense. Or, parmi les bois
utilisés, c’est le hétre qui est le plus dens€east@onc lui qui serait porté a une température
un peu plus élevée, expliquant cette différenceedgpérature d’émission. Cette hypothése
pourrait étre vérifiée sans ambiguité, mais pas avematériel industriel tel que celui que
nous avons utilisé. Il serait nécessaire de powssurer une mesure parfaitement fiable de la

température de pyrolyse.

Les fumées n’étant pas toutes émises a la mémestatope, elles n'arrivent pas au piege
avec la méme température. Cependant, quelle qudastempérature initiale des fumées,
celles qui parcourent un plus long trajet arrivantpiége plus froides. Il ne sera donc pas

possible d’interpréter ce paramétre comme corredguara différentes températures de fumée
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piégées, mais bien comme a différents refroidiseésnde la fumée entre son émission et son

piégeage.

L’apport d’air comprimé n’affecte aucune des vaeabde contréle. Ceci permet de
garantir en particulier que ce parametre n’inflleepas les températures de fumées. On aurait
en effet pu craindre que le flux d’air au niveauldezone de pyrolyse ne puisse refroidir
immédiatement les fumées. Comme la diversificaties composés volatils néoformés par la
pyrolyse dépend justement de ce refroidissemend, &erait pu modifier la composition
finale de la fumée. Il aurait par ailleurs été sageable que I'air issu du compresseur ne soit
pas a température ambiante et modifie les conditads température et d’humidité relative

dans I'enceinte de génération de fumeée.

IX.3. Analyses en composantes principales des varia  bles

Afin de pouvoir visualiser I'ensemble des l'effetes parametres expérimentaux sur les
variables expérimentales, une analyse en compasanmiecipales a été réalisée sur ces
données. Les différentes variables expérimentaétan pas homogénes entre elles, 'ACP a

été normalisée.

Tableau 32 : Caractéristiques des trois premieresoenposantes principales de I'analyse réalisée sursle
variables expérimentales

Cc_)m_posantes F1 F2 F3 Cercle des corrélations F1 — F2
principales

Inertie propre (%) 4526 21,77 15,99

Inertie cumulée (%) 45,26 67,03 83,02

Coefficients de corrélation entre variables

expérimentales et composantes principales S

Bois consommé 0,854 0,403 0,181

Mat. Séche consommée 0,963 -0,136 -0,120 K

ImbrQlés produits 0,644 0,672 -0,272 K&

Rendement de production 0,248 -0,425 0,743 5
Fumée produite 0,927 -0,246 -0,105 |C E =9
Fumée piégée 0,799 -0,240 0,433 |B

Efficacité piégeage -0,806 0,230 0,300 . A

Fumée récupérée 0,603 -0,105 0,456 |E

HR air Moy. -0,445 0,431 0,692

T°fumée émise Max. 0,368 0,852 -0,069 W

T°fumée piégée Max. 0,008 0,699 0,324 il

Les trois caractéristiques des trois premieres os@mes principales sont présentées dans
le Tableau 32.Bien que les deux premieres compesdRil et F2) ne représentent que 67%
de linertie totale des données, la composante’'&das été intégrée a I'analyse, car elle ne
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permet pas d’améliorer la représentation globaldaddispersion des expériences et des
variables. Par ailleurs, les composantes F1 etrE2eptent un effet particulier puisque la
premiere est construite essentiellement grace alaansb matiere, alors que la seconde

représente principalement des données de tempgsatur

A partir de ces informations sur la constructiors dmmposantes principales, il est
possible d'interpréter la disposition des difféemntconditions opératoires dans les plans

gu’elles définissent.

A - Temps d'appui (5, 25 ou 45 secondes)  F1 (45,26 %)
D - Distance générateur/piege (80 ou 400 cm)

Air-0 Sans apport d’air comprimé

Air-1 Avec apport d’air comprimé

. A-45 :
: i
: Humide Hatre :
L A-25 :
S '
K  Air-0Kd ‘ i
] ! . ! 1
o Air-1 i
N D-400 !
! LL 1
! Chéne i
i Sec
. - ;
: 2,5 -0,5 15 !

Figure 65 : Projection des barycentres de classesedpériences dans le plan F1-F2 (données variables

opérationnelles)

Sur le plan F1-F2 notamment (Figure 65) 'imporeamelative des différents parameétres
s’observe aisément. L’humidité du bois utilisé legpbarametre le plus discriminant, celui qui
entraine les plus grandes disparités parmi lesxpéri=nces. Cela se comprend facilement,
étant donné que c'est le facteur qui influence laspgrand nombre de variables
expérimentales. Le bois sec étant situé trés aedchi plan, il est celui qui augmente les

quantités de bois consommé, de fumée produite dumiee piegee. Le fait que le bois
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humide soit fortement corrélé a l'efficacité de g@age s’explique indirectement : le bois
humide produisant moins de fumée, il est plus déadien piéger une part élevée, puisque
I'énergie d’ionisation du piége est répartie sue uquantité plus faible de particules de

fumées.

Nous pouvons aussi observer qu'il existe effectesimpeu de différences entre les
expériences realisées avec un temps d’appui det28ee45 secondes, puisque leurs
barycentres associés sont relativement prochesdéubautre. De méme que I'ensemble des
autres conditions expérimentales sont beaucouppgrhehe les unes des autres au centre du

plan, soulignant une influence plus marginale sanariables expérimentales.

Le fonctionnement du pilote sur I'ensemble desxpéences réalisées a pu étre validé par
I'analyse postérieure des variables expérimentatesurées au cours de fonctionnement| Le

pilote globalement répondu aux exigences technidad&xpérience.

X. Mise en place des dosages des composes cible

X.1. Composés phénoliques

X.1.1. Analyse en chromatographie monodimensionnel le

X.1.1.1. Séparation chromatographique

Un exemple de chromatogramme de la gamme étalonstigwlards de composés
phénoliques est présenté a la Figure 66. Bien guydgrammation de température ait été
mise au point pour améliorer la séparation des czégp phénoliques natifs dans des extraits
de fumée, elle a été utilisée aussi pour les ganteeslibration dérivatisées. Il n'a en effet
pas été possible d’améliorer significativement épasation obtenue (en particulier la co-
-élution du guaiacol et du 2,4-diméthylphénol, paragraphe suivant) en modifiant la
programmation de température. Il a donc été dédedéonserver la méme programmation

pour les deux analyses, afin de faciliter les camipans.
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(Thymol a 0,05 g/L et standards a 0,03 g/L)

Figure 66 : Comparaison des chromatogrammes GC-FlI@'un méme point de la gamme de calibration
des composés phénoligues « natif » et « dérivatisés

Tableau 33 : Largeurs de pics a mi-hauteur des stalards natifs et dérivatisés

Points de calibration T1 T2 T3 T4 T5 T1 =>T5
Standards  Moyenne 0,156 0,112 0,104 0,108 0,112 0,118
Natif Ecarttype 0,067 0,023 0,013 0,021 0,027 0,030
Standards  Moyenne 0,087 0,087 0,089 0,090 0,090 0,088
Dérivatisés  gcart.type 0,012 0,013 0,014 0,017 0,015 0,014

(moyenne et écart-type des pics d'un méme point de calibration exprimées en minutes)
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Comme reporté dans la bibliographie, (KornreichRM& Issenberg, P., 1972) la
dérivatisation des standards de composés phénsligerenet d’obtenir des pics plus étroits
(Tableau 33), ce qui indiqgue une meilleure qualig€la séparation chromatographique pour

nos analytes.

p-cresol
m-cresol

3,5-diméthylphénol

Guaiacol 2.,4-diméthylphénol:
o-cresol i
3-éthylphénol Jk k :

Derlvatlsanon

Guaiacol i

o-cresol p-cresol M 3,5- d|methylphenol o ethylpheno\ 2,4-dimethylphénol E
‘ ;

p-cresol Ethylphénol Guaiacol :

Figure 67 : Co élutions rencontrées dans les gammeésalons de composés phénoligues avant et apres
dérivatisation

En plus de donner de meilleurs pics chromatograg@sigla dérivatisation modifie I'indice
de rétention et I'ordre d’élution de certains dealgtes. Ainsi, le p-crésol et le m-crésol qui
sont co-élués a I'état natif sont parfaitement s&pane fois dérivatisés (Figure 67-A). De
méme, le 3-éthylphenol et le 3,5-diméthylphénol miisont pas parfaitement séparés I'un de
I'autre ne sont plus co-élués avec aucun autreg@hare fois triméthylsilylés (Figure 67-B).

Cependant, le point le plus important a constasir qrie I'étape de dérivatisation fait
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apparaitre une co-€élution plus problématique quiescau’elle permet de résoudre : le
guaiacol et le 2,4-diméthylphénol se retrouvent mletement co-élués (Figure 67-C). Le
guaiacol étant unanimement reporté comme I'un dagosés volatiles les plus importants,
cette coélution peut poser de réels problemesderfanalyse des fumées expérimentales.
C’est d’'autant plus vrai que la quantification duagacol est utilisée pour le calcul de ratios
(notamment guaiacol / phénol) permettant de caisetéles fumées et les produits de

fumage, sa quantification dans les échantillondaiedonc pas étre sujette a caution.

X.1.1.2. Calibration linéaire

Le calcul des coefficients de corrélation linéai@®) ne montre pas de réel gain
d’ajustement des droites de calibration (exemplelalel-éthylguaiacol présenté Figure
68).grace a l'utilisation de la dérivatisation (Tedu 34-A et Tableau 34-B). Par ailleurs, les
gammes d’étalons natifs et dérivatisés s’averarteles deux extrémement répétables, avec
moins de 2% d’écart entre les points répétés.tldenc difficile parler de réel apport de la
dérivatisation, puisque les deux gammes présedeehons criteres de linéarité.

E 1 5
[ y =0,9186 x :
r 35 09 7 - ~ i
i ; 08 R” = 0,9988/ P :
i c ’ | -~ I
;= _w - !
g 07 - ~- E
: E 0.6 _ - _~ -y :20,7758 X i
g " -~ R®=0,986 !
O ~ - 1
= 05 - !
boE -7 e !
Y04 4 - _ - i
e A - i
. T 0,3 - !
P9 - - 4 :
S 0,2 _ 4’/ ;
' ;
o 014 _=7 :
LR - i
: m O r T T T T T |
| 0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 i
E Ratio de concentrations (Ethylguaiacol / Thymol) :
! ¢ Standards natif B Standards dérivatisé :
E — = Régression linéaire (Standards Natifs) — = Régression linéaire (Standards dérivatisé) i

Figure 68 : Droites de calibration du 4-éthylguaiaal
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Tableau 34 : Paramétres des gammes de calibratiore@omposés phénoliques natifs et dérivatisés

A - Analytes et Etalon Interne Natifs B - Analytes et Etalon Interne Dérivatisés
RL*  F+ Rz PO IRL* F+ Re P
Ha/g Ha/g
Phénol 973 051 098 7,59 Phénol 1049 0,76 0,94 5,15
m-crésol o-crésol 1126 1,03 0,93 3,78
p-crésol 1048 085 094 4,60 p-crésol 1137 1,07 094 3,64
o-crésol 1071 1,80 0,96 2,17 m-crésol 1148 1,22 0,95 3,19
Guaiacol 1083 0,63 096 6,19 Guaiacol
2,6-DMP* 1104 0,84 0,96 4,66 2,4-DMP* 1217 070 055 5,60
2,4-DMP* 1143 0,79 0,95 4,95 3,5-DMP* 1221 2,69 0,95 145
3-éthylphénol 1163 0,45 0,97 8,65 2,6-DMP* 1232 0,94 0,94 4,16
3,5-DMP* 1165 0,96 0,94 4,05 3-éthylphénol 1311 0,71 0,95 5,49
4-méthylguaiacol 1186 0,61 0,97 6,45 4-éthylguaiacol 1388 0,92 1,00 4,26
4-éthylguaiacol 1271 0,78 0,99 5,03 Syringol 1394 0,61 0,95 6,37
4-vinylguariacol 1310 0,45 0,96 8,64 4-vinylguaiacol 1433 1,01 0,99 3,86
Syringol 1343 0,37 0,96 9,07 4-méthylguaiacol 1447 059 0,95 5,74
Eugénol 1349 0,57 0,96 5,73 Eugénol 1468 0,63 0,96 5,17
4-propylguaiacol 1359 0,43 0,94 9,07 4-propylguaiacol 1473 0,48 0,96 8,20
(2)isoeugénol 1400 (2)isoeugénol 1517

0,60 094 6,52 0,73 096 5,33

(E)isoeugénol 1446 (E)isoeugénol 1569

* DMP - diméthylphénol ; IRL - indice de rétention linéaire ; F - facteur de réponse; R2 - coefficient de
corrélation linéaire de la droite de calibration ; LDQ - limite de quantification dans la fumée

Méme s’il a été vu précédemment que les deux isesndlisoeugénol (Z et E) sont
effectivement séparés en chromatographie a I'étigt et a I'état dérivatisé, ils sont quantifiés
comme un seul analyte. Leurs proportions respectiams le standard analytique utilisé pour
la gamme de calibration étant inconnue, il est issfidle de calculer des facteurs de réponse

spécifiques.

Comme attendu, les limites de quantification desydes dérivatisés sont plus basses que
celles des analytes natifs (les exceptions du et du 3,5-diméthylphénol s’expliquent
par les co-€élutions qui existent dans une gamme ipas dans l'autre). Cette amélioration
provient de l'étrécissement des pics chromatogra@s qui permet une augmentation du
rapport «signal / bruit ». Cependant, les limitkss quantification individuelles restent du
méme ordre de grandeur, le rapport LRELDQgerivatis¢@llant de 1,1 pour le propylguaiacol

et 'eugénol a 3,4 pour le 2,4-diméthylphénol.

Bien que l'utilisation du BSTFA en tant qu’agentidétisant des composés présente des
intéréts certains, ses inconvénients semblent dépaes avantages pour notre application. En
effet, les pics chromatographiques sont de med#leuralité, mais la co-élution engendrée sur

le guaracol est potentiellement trop problématicRer ailleurs, les droites de calibration
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obtenues ne sont pas de meilleure qualité et e dailimite de quantification n’est pas
probant.

L’'analyse des extraits aromatiques de fumées aéétiésée sans utiliser d’agent dérivatisgnt

pour I'ensemble des expériences.

X.1.2. Analyse en chromatographie bidimensionnelle totale

Nous avons identifié deux co-élutions problématigpeur la GC (Figure 67, p.167) :
p-crésol + m-crésol et 3-éthylphénol + 3,5-dimébhginol. La seconde est parfaitement
résolue grace a la GCxGC, bien que la représentatiodeux dimensions ne le montre pas
clairement (Figure 69).

..............................................................................................................

1- Phénol

2- o-crésol
3- p-crésol + m-crésol
4- Guaiacol !
5- 2,6-diméthyl-phénol :
6- 2,4-diméthyl-phénol
7- 3-éthyl-phénol :
8- 3,5-diméthyl-phenol ;
9- 4-méthyl-guaiacol !
10- 4-éthyl-guaiacol !
11- 4-vinyl-guaracol i
12- Syringol :
13- Eugénol i
14- 4-propyl-guaiacol !
15- (Z)isoeugénol :

16- (E)isoeugénol

IS - Thymol

(Thymol a 0,05 g/L et standards a 0,03 g/L)

Figure 69 : « Contour plot » d’'un point de la gammede calibration des composés phénoliques « natifen
GCxGC-TOFMS

En revanche, le p-crésol et le m-crésol restenfap@ament superposés méme avec la
séparation en deux dimensions. Comme en plus Bpestres de masse sont extrémement

proches (Figure 70), il n'est pas possible de séalune déconvolution de pics a l'aide du
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logiciel de traitement de données. Ces deux isa@ramat donc ici aussi intégrés et quantifiés

comme un seul analyte.

..............................................................................................................
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Figure 70 : Spectres de masse des analytes sujetded co-€lutions (énergie d’ionisation 70 eV)

La co-élution p-crésol/m-crésol mise a part, lesultdts obtenus avec la gamme de
calibration permettent d’obtenir des droites deesgion de qualité suffisante pour réaliser la

quantification des composés phénoliques.

Tableau 35 : Parameétres de la gamme calibration deomposés phénoligues en GCxGC-TOFMS

Masse = R2* LDQ*

Unique Hg/g
Phénol 94 0,0439 0,99 2,16
m-cresol 108 00799 0,99 1,26
p-crésol
o-crésol 108 0,0407 0,99 0,61
Guaiacol 109 0,0355 0,99 1,72
2,6-diméthylphénol 107 0,0450 0,99 1,34
2,4-diméthylphénol 107 0,0435 0,99 1,45
3-éthylphénol 121 0,0150 0,98 2,24
3,5-diméthylphénol 107 0,0754 0,97 1,33
4-méthylguaiacol 123 0,0219 0,99 1,98
4-éthylguaiacol 137 0,0377 0,99 1,58
4-vinylguaiacol 135 0,0572 0,97 2,42
Syringol 154 0,0132 0,99 2,34
Eugénol 164 0,0097 0,99 1,97
4-propylguaiacol 137 0,0363 0,99 3,05
. 164 00100 0,98 X

(E)isoeugénol
* F - facteur de réponse ; R2 - coefficient de corrélation linéaire de la droite de
calibration ; LDQ - limite de quantification dans la fumée

Par comparaison avec les gammes de calibrationG&103, la GCxGC-TOFMS permet
au premier abord un gain significatif en termeiddtés de quantification et de résolution de
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co-élutions. Cependant, elle posséde aussi degsaunt inhérentes aux appareillages utilisés
(en terme de manutention lors de I'utilisation maiscipalement de traitement des données
obtenues) qui doivent étre prises en considérgttum déterminer le choix de la technique la

plus appropriée a notre analyse. A ce stade laétalé, nous avons donc choisi de ne pas
faire de choix définitif concernant la techniquantlyse des extraits aromatiques de fumées,
afin de pouvoir les comparer ultérieurement en gmeen considération les résultats auxquels

elles nous donnent respectivement acces (voir X113,8).

X.2. Hydrocarbures Aromatiques Polycycliques
De la méme facon que pour les composés phénolitpgedroites de calibration (exemple du
benzo[a]pyréne en Figure 71) des HAP permetterdadi@iler les facteurs de réponse. Bien
que la dilution isotopique impose I'utilisation d'grand nombre de standards marqués, elle
offre une excellente linéarité de réponse pourséenble des analytes, comme le montrent les

coefficients de corrélation linéaires associés [@al 36).

Tableau 36 : Paramétres des gammes de calibratioresl HAP

HAP F R2* LDQ*

ng/g
Phénanthréne 1,01 1,00 0,039
Anthracene 1,09 0,99 0,060
Fluoranthéne 0,19 1,00 0,072
Pyréne 0,08 1,00 0,124
Benz[a]anthracene 0,15 1,00 0,042
Cyclopentalc;d]pyréne 0,06 1,00 0,107
Chrysene 0,13 1,00 0,047
5-Méthylchryséne 0,11 1,00 0,059
Benzo[b/j/k]fluoranthéne 0,13 1,00 0,059
Benzo[a]pyrene 0,13 1,00 0,072
Indéno[1,2,3-c,d]pyréne 0,35 1,00 0,037
Dibenz[a,h]anthracene 0,08 1,00 0,158
Benzo[g,h,i]peryléne 0,38 1,00 0,036
Dibenzo[a,l]pyréne 0,34 1,00 0,074
Dibenzo[a,e]pyréne 0,44 1,00 0,056
Dibenzo[a,i]pyréne 0,59 1,00 0,127
Dibenzo[a,h]pyréne 1,00 1,00 0,075

* F - facteur de réponse ; R2 - coefficient de corrélation linéaire de la droite de
calibration ; LDQ - limite de quantification dans la fumée
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Figure 71 : Droites de calibration du Benzo[a]pyree

Xl. Influence des parametres de génération

composition des fumées

XI.1. Teneur des fumées en analytes

sur

Le pilote a été utilisé pour produire, piéger etupgrer sous forme liquide 24 fumées

expérimentales selon le plan d’expérience prédéfxprés extractions spécifiques, les

composes phénoliques et HAP ciblés ont été quastifans chacun des extraits. Les résultats

obtenus sont présentés aux pages suivantes damableEau 37 (composés phénoliques dosés
par GC-FID), le Tableau 38 (composés phénoligusgsipar GCxGC-TOFMS) et le Tableau
39 (HAP dosés par GC-MS/MS).
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Tableau 37 : Teneur des 24 fumées expérimentales emmposés phénoliques dosés par GC-FID

© © ©
o 3 | @ XS S — _ S S
_ 2 2 2 s s | = = 8 3 S & O
<222 = s zlzl 8§l 2| & g ] 8 E 2
oo} o] — ©
51£5e 38| - | s3] 3 /88|l 22|33 | 3|23 o
e 8 ¢ T c h = o 0 @) © = = > = = > = o c Q. = e
5|5 2 E & §&| @ S £ g 2 |13 3| 3 £ 3 = £ = S fr £
o|s d f o < £ s -y 3 7ol o | = 3 3 3 3 o 3 S 3
FO1|5 C S 80 X | 144,01 | 12,05 | 15,74 | 571,33 N.Q. N.Q. N.Q. N.Q. 561,75 | 133,29 | 33,34 | 1143,25| 699,27 | 61,78 | 404,09 | 3779,91
FO2 |25 C S 80 o | 151,98 C.E. 14,74 | 499,02 N.D. N.Q. | N.Q. N.Q. 536,79 | 270,84 | 9,97 934,21 | 344,32 | 40,32 | 108,92 | 2911,11
FO3|45 C S 80 o 173,90 | 11,51 | 19,63 | 616,16 N.Q. N.Q. N.Q. N.Q. 753,80 | 284,17 | 16,50 | 1463,67 | 385,34 | 58,95 | 257,92 | 4041,55
FO4|5 H S 80 o 4493 | 12,56 | 8,58 | 217,92 N.Q. N.Q. | N.Q. N.Q. 240,17 | 88,28 9,28 625,07 | 350,04 | 30,43 | 204,81 | 1832,06
FO5|125 H S 80 X | 298,87 | 37,62 | 67,53 |1439,53| N.Q. N.Q. | N.Q. N.Q. |[1673,77 | 538,62 | 24,34 | 3806,09 | 1195,80 | 162,96 | 620,53 | 9865,67
FO6 |45 H S 80 X | 301,53 | 45,38 | 64,80 | 1496,06 | N.Q. N.Q. N.Q. N.Q. [1577,92 | 486,98 | 15,49 | 3660,14 | 761,91 | 154,42 | 309,45 | 8874,07
FO7|5 C S 400 o 204,79 C.E. 12,80 | 609,67 N.Q. N.Q. N.Q. N.Q. 554,63 | 373,43 | 49,84 | 1500,84 | 638,95 | 60,59 | 517,92 | 4523,46
FO8 (25 C S 400 X | 142,12 C.E. N.Q. 368,04 N.Q. N.Q. N.Q. N.Q. 481,31 | 227,12 | 8,42 846,96 | 259,82 | 35,28 | 100,73 | 2469,80
FO9 |45 C S 400 X | 176,97 N.Q. 16,85 | 725,61 N.Q. N.Q. N.Q. N.Q. 686,42 | 265,14 | 13,62 | 1500,71 | 379,67 | 63,90 | 243,94 | 4072,83
F10|5 H S 400 X 63,85 C.E. 10,52 | 283,26 N.Q. N.Q. N.Q. N.Q. 302,82 93,34 | 10,30 | 891,06 | 447,58 | 38,39 | 198,96 | 2340,07
F11 |25 H S 400 o 258,05 C.E. 62,98 | 1445,47 | N.Q. N.Q. N.Q. N.Q. |1597,58 | 452,67 | 15,39 | 4329,53 | 699,31 | 156,02 | 416,30 | 9433,29
F12 145 H S 400 o | 248,52 C.E. 60,34 | 1402,35| N.Q. N.Q. N.Q. N.Q. [1563,94 | 468,53 | 14,80 | 4246,76 | 621,54 | 150,49 | 374,81 | 9152,10
F13|5 C H 80 o 25,71 N.Q. N.Q. 61,60 N.Q. N.Q. [ N.Q. N.Q. 53,76 43,70 | 20,78 | 206,17 93,39 8,64 130,06 | 643,82
F14 125 C H 80 X | 113,72 N.Q. 483 | 223,17 N.Q. N.Q. N.Q. N.Q. 175,39 | 131,84 | 6,96 469,56 | 240,87 | 14,54 88,14 | 1469,01
F15145 C H 80 X | 151,34 N.Q. 6,62 | 408,74 N.Q. N.Q. N.Q. N.Q. 348,68 | 196,69 | 11,45 | 890,89 | 345,69 | 32,94 | 154,06 | 2547,11
F16 |5 H H 80 X | 152,66 | 24,05 | 28,05 | 644,91 N.Q. N.Q. | N.Q. N.Q. 986,67 | 263,86 | 20,02 | 1976,51 | 1457,20 | 108,11 | 704,31 | 6366,33
F17|25 H H 80 o 160,11 | 32,95 | 32,61 | 724,33 N.Q. N.Q. N.Q. N.Q. [1134,53| 307,35 | 23,11 | 1829,74 | 1358,49 | 113,89 | 740,37 | 6457,48
F18|145 H H 80 o 172,26 | 51,67 | 39,66 | 894,10 N.Q. N.Q. N.Q. N.Q. [1247,65| 347,63 | 17,09 | 2613,83 | 1222,52 | 127,18 | 595,45 | 7329,03
F19|5 C H 400 X | 133,67 N.Q. 6,17 | 249,30 N.Q. N.Q. N.Q. N.Q. 221,55 | 197,68 | 23,56 | 839,39 | 385,86 | 25,23 | 372,47 | 2454,88
F20|125 C H 400 o 125,34 | 3,22 6,93 | 311,17 N.Q. N.Q. N.Q. N.Q. 252,89 | 177,58 | 16,42 | 762,14 | 342,22 | 20,60 | 215,47 | 2233,98
F21145 C H 400 o 124,90 | 3,93 5,41 | 308,29 N.Q. N.Q. N.Q. N.Q. 240,26 | 172,91 | 15,58 | 562,86 | 376,84 | 19,78 | 233,28 | 2064,03
F22|15 H H 400 o 17,03 N.Q. 4,05 57,10 N.Q. N.Q. N.Q. N.Q. 150,96 47,07 9,64 439,66 | 244,84 | 17,14 | 206,52 | 1194,03
F23 125 H H 400 X | 179,29 C.E. 32,42 | 927,08 N.Q. N.Q. N.Q. N.Q. |1143,14 | 318,70 | 15,11 | 2538,97 | 906,45 | 117,09 | 475,97 | 6654,22
F24 145 H H 400 X | 181,91 C.E. | 36,05 | 926,85 N.Q. N.Q. | N.Q. N.Q. [1187,80| 323,98 | 21,34 | 2103,58 | 1443,11 | 122,96 | 712,20 | 7059,78

- Les concentrations sont toutes exprimées en pg de composé par g de fumée utilisée pour I'extraction
- N.Q. Composé dont la concentration est inférieure & sa limite de quantification
- C.E. Composé non quantifiable car co-élué avec une molécule parasite

- Niveaux de paramétres : temps d’appui - 5s /25 s/ 45 s ; essence de bois - Chéne / Hétre ; humidité de bois - Sec / Humide ;
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Tableau 38 : Teneur des 24 fumées expérimentales emmposés phénoliques dosés par GCxGC-TOFMS

5| 3 s | s

_s 2 % s | 5| 5| 8| & | 8|3

2 328 & . - 2| Z2| s | 2 g < S g =
o Q o 3 > [ (] =] = (] = @ © =)
X |®s © B ® N — ‘O O < ‘o ey S 5 _ =) Q
Sl g2 ¢ g s EER: S E | E| 2| E z 2 | 2 S S B 2 ®
cEl2 5 £ 5 5| 8 3 Q ks 5 | 5| 2| © T 2 2 2 3 s m £
s|5 85 z 5| ¢ c | E g & | ¢ | B | & = T S = = s Y £
e jruwzT B8 < g7 s | & 0 P P I < < & 77 i < N 3
FO1|-1 C S 80 X |101,65 | 3,55 | 9,52 | 549,23 | 0,23 | 1,74 | 0,65 | 0,74 | 546,06 | 142,20 | 1,26 | 777,32 | 711,55 | 51,68 4,39 |2901,65
FO2(0 C S 80 o | 145,06 | 5,08 |10,75| 647,73 | 0,23 | 2,28 | 1,64 | 1,43 | 552,76 | 171,96 | N.Q. | 784,43 | 471,25 | 56,59 3,78 |2854,95
FO3(1 C S 80 o | 158,93 | 6,39 |13,78| 797,16 | 0,33 | 3,58 | 2,36 | 2,16 | 726,51 | 227,50 | 0,80 | 924,98 | 705,81 | 101,77 | 234,85 | 3906,90
FO4(-1 H S 8 o | 3344 | 471 | 6,26 | 23492 | 0,29 | 2,86 | 1,10 | 0,55 | 251,08 | 41,22 | 0,41 | 63591 | 377,45 | 39,56 | 201,54 |1831,30
FO5(0 H S 80 X | 221,35|30,24 | 38,57 |1237,24| 2,27 | 5,24 | 6,84 | 10,54 | 1464,16 | 260,38 | N.Q. |2346,89|1688,62 | 41,62 6,51 |7360,49
FO6 (1 H S 80 X | 240,56 | 29,81 | 38,40 | 1148,75| 1,90 |14,14| 6,01 | 2,93 | 745,94 | 460,84 | N.Q. |1599,16|1351,95| 202,44 | 397,82 | 6280,14
FO7(-1 C S 400 o | 117,81 | 2,67 | 9,19 | 654,52 | 0,19 | 2,62 | 1,57 | 0,43 | 608,05 | 164,90 | 1,76 |1391,71| 708,24 | 58,76 | 224,19 | 3946,62
FO8|0 C S 400 X | 119,24 | 4,13 | 8,01 | 493,28 | 0,23 | 1,80 | 1,03 | 1,09 | 401,98 | 120,55 | 0,47 | 605,71 | 375,25 | 43,27 | 132,10 | 2308,13
FO9(1 C S 400 X | 143,35 | 5,11 | 10,84 | 600,10 | 0,23 | 2,76 | 1,98 | 1,74 | 568,60 | 184,57 | N.Q. |1643,84| 577,21 | 76,23 1,22 |3817,76
F10 (-1 H S 400 X | 42,34 | 457 | 538 | 260,74 | 0,37 | 0,93 | 1,14 | 0,41 | 284,36 | 43,81 | 0,31 | 543,20 | 396,59 | 42,71 | 86,06 |1712,92
F11]1]0 H S 400 o | 235,31 | 30,65 35,89 [1051,26| 2,29 | 5,01 | 5,94 | 9,57 |1175,92| 226,86 | 0,66 |2116,64 |1288,78| 222,84 | 481,78 | 6889,41
Fi12(1 H S 400 o | 238,18 | 34,06 | 42,90 | 1157,49| 2,67 | 555 | 6,93 | 3,45 |1314,25| 243,20 | 0,61 |3490,09 |1372,19 | 226,67 | 494,09 | 8632,33
F13(-1 C H 80 o 20,51 N.Q. | 0,73 68,42 NQ. | 0,24 | 0,04 | 0,14 | 61,54 15,87 | 0,53 | 140,94 | 99,33 6,16 92,72 | 507,08
F14]0 C H 80 X | 9194 | 1,29 | 3,58 | 226,58 | 0,07 | 1,31 | 0,47 | 0,21 | 179,99 | 43,27 | 0,36 | 417,33 | 252,94 | 16,00 | 41,54 |1276,90
Fi5(1 € H 80 X | 122,48 | 1,85 | 6,11 | 395,80 | 0,09 | 0,86 | 0,95 | 0,37 | 341,56 | 98,65 | 0,53 | 762,44 | 386,28 | 34,87 | 138,71 | 2291,55
Fi6 (-1 H H 80 X | 12595 |13,31 22,84 | 672,29 | 0,73 | 7,69 | 3,34 | 1,55 |1033,74| 151,69 | 0,82 |1883,13|1625,81 | 145,45 | 5,23 |5693,56
F17]0 H H 80 o | 114,84 | 9,14 | 6,80 | 691,47 | 0,87 | 2,16 | 2,58 | 0,35 |1105,47| 165,21 | 0,77 |1493,16|1332,17 | 138,38 | 379,64 | 5443,01
Fi18(1 H H 80 o | 139,49 | 17,00 | 25,27 | 855,93 | 0,98 | 1,61 | 3,00 | 5,00 |1195,76| 183,34 | 0,93 |1704,49 |1477,56 | 159,61 | 494,76 | 6264,71
F19(-1 C H 400 X | 90,15 N.Q. | 3,63 | 243,44 | NQ. | 0,90 | 0,57 | 0,13 | 241,91 | 57,86 | 1,45 | 822,88 | 433,43 | 25,15 | 273,46 | 2194,97
F20|0 C H 400 o 73,33 NQ. | 2,38 | 286,85 | NQ. | 0,71 | 0,44 | 0,17 | 249,60 | 57,63 | 0,55 | 522,85 | 300,68 | 19,06 | 157,14 |1671,41
F21(1 C H 400 o | 121,76 | 1,35 | 5,27 | 350,45 | 0,12 | 1,07 | 0,57 | 0,11 | 292,83 | 61,95 N.Q. | 561,18 | 451,79 | 25,01 | 195,64 | 2069,09
F22 (-1 H H 400 o 13,73 N.Q. 1,86 | 104,37 | NQ. | 0,31 | 0,54 | 0,15 | 150,97 | 25,13 | 0,35 | 340,87 | 224,77 | 21,92 | 124,70 | 1009,66
F2310 H H 400 X | 137,39 | 10,66 | 24,93 | 753,93 | 1,13 | 2,41 | 4,03 | 6,12 |1000,56 | 181,62 | 0,65 |3780,24 | 1244,13 | 159,49 | 306,87 | 7614,14
F2411 H H 400 X | 123,56 | 13,89 | 16,96 | 893,07 | 1,11 | 2,56 | 3,26 | 0,59 |1180,93| 180,22 | 0,96 |1762,81 | 1553,78 | 158,78 | 621,22 | 6513,70

- Les concentrations sont toutes exprimées en pg de composé par g de fumée utilisée pour I'extraction
- N.Q. Composé dont la concentration est inférieure a sa limite de quantification
- Niveaux de paramétres : temps d’'appui - 5s /25 s /45 s ; essence de bois - Chéne / Hétre ; humidité de bois - Sec / Humide ; distance - 80 / 400 cm ; apport d’air - sans (X) / avec (0)

175



Résultats et Discussion - Premiére Partie

Tableau 39 : Teneur des 24 fumées expérimentales AP dosés par GC-MS/MS
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FO1 |-1 C S 80 X |41,67| NQ | 6,60 | 6,15 N.Q NQ | NQ | N.Q 2,01 NQ | 1,12 | 2,28 N.D. N.Q 2,00 N.Q 11,37 | 0,119
FO2 |0 C S 80 o NQ | NQ | 2,20 | 1,25 N.Q N.Q | NQ | N.Q 1,07 | 0,48 | 0,38 N.Q 1,07 N.Q N.Q N.Q 9,17 | 0,093
FO3 |1 C S 80 o NQ | NQ | 4,67 | 3,57 N.Q NQ | NNQ | N.Q N.Q 1,37 | N.Q N.Q 1,07 N.Q 6,85 N.Q N.Q 0,190
FO4 |-1 H S 80 o |966 | NQ | 261 | 268 | 0,12 |0,33|0,30|0,33| 0,51 (0,33 |0,15| 0,16 0,18 N.Q 0,11 N.Q N.Q 0,043
FO5 [0 H S 80 X |2450| NQ | 867 | 605 | 061 | 21,09 132|147 | 1,26 | 1,60 | 0,39 N.Q 0,49 N.Q N.Q N.Q N.Q 0,100
FO6 |11 H S 80 X NQ | NQ | 7,33 | 478 | 057 1,51 |1,02| NnQ | 0,73 | 0,34 | 0,26 N.Q 0,64 N.Q N.Q N.Q N.Q 0,045
FO7 |- 1 C S 400 o |50,06| NQ | 6,56 | 8,00 N.Q N.Q | NQ | 3,49 | 2,60 NQ 1,58 | 3,76 N.D. N.Q 4,68 N.Q 20,22 | 0,140
FO8 |0 C S 400 X NQ | NQ | 1,19 | 1,59 N.Q N.Q | NQ | N.Q N.Q | 0,28 | N.Q N.Q N.D. 1,14 0,39 N.Q 2,52 | 0,053
FO9 |1 C S 400 X NQ | NQ | 4,93 | 3,32 N.Q N.Q | NQ | 2,05 N.Q N.Q | 0,72 N.Q 1,48 N.Q 5,32 N.Q 22,17 | 0,018
F10 |-1 H S 400 X NQ | NQ (18,72 |17,05| 1,02 | 2,02 | 2,32 | N.Q 2,08 | 2,87 | 0,47 N.Q 1,09 N.Q 0,82 N.Q N.Q 0,046
F11 |0 H S 400 o NQ | NQ | 7,45 | 437 | 0,22 | 0,80 | 0,52 | N.Q 0,57 | 0,08 | 0,31 N.Q 0,23 N.Q N.Q N.Q N.Q 0,025
F12 |11 H S 400 o NQ | NQ | 887 | 579 | 0,46 {095 |0,85| NQ | 0,69 | 1,45 | 0,38 N.Q 0,74 N.Q N.Q N.Q N.Q 0,139
F13 |-1 C H 80 o NQ | NQ | 1,64 | 1,97 N.Q NQ | NQ | N.Q 0,30 | 0,14 | N.Q N.Q 0,08 N.Q N.Q N.Q N.Q 0,013
F14 |0 C H 80 X NQ | NQ | 3,69 | 2,80 N.Q NQ [ NQ | NQ | 0,44 | 0,13 | N.Q N.Q 0,22 N.Q N.Q N.Q N.Q 0,017
F15 |1 C H 80 X NQ | NQ | 3,28 | 2,44 N.Q N.Q | NNQ | N.Q 0,54 N.Q | N.Q N.Q 0,18 N.Q N.Q N.Q N.Q 0,010
F16 |-1 H H 80 X NQ | NQ | 936 | 7,54 | 0,3 1,26 | 0,6 N.Q 1,11 | 1,2 0,33 N.Q 0,77 N.Q 0,27 N.Q N.Q 0,047
F17 |0 H H 80 o NQ | NQ | 6,97 | 6,20 | 0,32 | 1,11 | 0,74 | N.Q 0,86 | 1,23 | 0,22 N.Q 0,56 N.Q 0,26 N.Q N.Q 0,060
F18 |11 H H 80 o NQ | NQ | 693 | 568 | 0,30 | 1,27 | 0,80 | NQ | 0,86 | 0,92 | 0,23 N.Q 0,52 N.Q N.Q N.Q N.Q 0,069
F19 |-1 C H 400 X NQ | NQ | 4,08 | 3,70 NQ | 0,45 | NQ | NQ 0,36 N.Q | N.Q N.Q 0,17 N.Q N.Q N.Q N.Q 0,006
F20 |0 C H 400 o NQ | NQ | 2,68 | 2,23 N.Q NQ | NQ | 0,36 | 0,16 N.Q | N.Q N.Q 0,16 N.Q N.Q N.Q N.Q 0,004
F21 |1 C H 400 o NQ | NQ | 2,79 | 2,43 N.Q NQ | NQ | 0,28 | 0,16 N.Q | 0,07 N.Q 0,11 N.Q N.Q N.Q N.Q 0,004
F22 |-1 H H 400 o NQ | NQ | 206 | 241 | 0,22 | 0,26 | 0,20 | 0,26 | 0,30 | 0,32 | 0,07 N.Q 0,27 N.Q 0,08 N.Q N.Q 0,037
F23 |0 H H 400 X NQ | NQ | 6,30 | 4,38 | 0,30 | 091|062 | 0,75| 0,78 | 0,61 | 0,30 N.Q 0,88 N.Q 0,10 N.Q N.Q 0,062
F24 |11 H H 400 X NQ | NQ | 800 | 654 | 048 |1,42|0,66 | 0,95 | 1,02 | 0,96 | 0,33 N.Q 0,50 N.Q 0,31 N.Q N.Q 0,048

- Les concentrations sont toutes données en g de composé par g de fumée utilisée pour I'extraction ; les TEQs sont calculés selon la saisine AFSSA 2000-SA-0005 (TEF et HAP pris en compte

- N.Q. Composé dont la concentration est inférieure a sa limite de quantification

- Niveaux de paramétres : temps d'appui - 5s/25s /45 s ; essence de bois - Chéne / Hétre ; humidité de bois - Sec / Humide ; distance - 80 / 400 cm ; apport d'air - sans (X) / avec (0)
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XI.2. Comparaison des résultats de teneurs en compo  Sés
phénoliques obtenues en GC-MS-FID et GCxGC-TOFMS

Le meilleur pouvoir séparatif ainsi que la plusrgia sensibilité de la GCxGC-TOFMS
permettent I'étude d’'un plus grand nombre de comp@hénoliques que la GC-MS-FID. Le
2,4-diméthylphénol, 2,6-diméthylphénol, 3-éthylpbénet 3,5-diméthylphénol ne sont
quantifies dans les échantillons que grace a la@EXOFMS.

Par ailleurs, les données relatives a 'o-crésosom exploitables que dans le cas de la
GCxGC-TOFMS, car il n'est effectivement quantifiégeqdans 10 échantillons sur 24 en GC-
MS-FID a cause de ses trop faibles concentratiorde eco-élutions non résolues (Tableau
37).

Pour les composés phénoliques effectivement qigstifar les deux techniques, il n'est
pas possible de déterminer laquelle des deux tggbsiest la plus fiable. La méthode
normalement utilisée dans ce genre de cas corsetechir une matrice exempte profondeur
avec une quantité connue des standards. En effedeudosage par les deux techniques, il est
alors possible de les comparer en calculant I'édastrésultats obtenus avec la valeur réelle
connue.

En I'absence de standards marqués aux isotopdesstappliquer cette démarche a notre
dosage des composés phénolique supposerait poabeinir des fumeées liquides d'origine
pyrolytiques exemptes de composés phénoliques,ucen’gst a notre connaissance pas
possible. Nous ne pouvons donc que comparer retatnt les résultats obtenus a I'aide de la
GC et de la GCxGC.

Tableau 40 : Ecart relatif moyens entre les résulta de quantifications obtenues en GC et GCxGC

Analyte Ecart (%) Analyte Ecart (%)
Phénol 24,75 4-vinylguaiacol 182,41
p-crésol Syringol 27,86
m-crésol sl Eugénol 23,65
Guaiacol 14,71 4-propylguaiacol 26,49
4-méthylguaiacol 11,34 (Zz+E)isoeugénol 67,54
4-éthylguaiacol 63,05 Somme 15,02

Le Tableau 40 présente une évaluation moyennecdets €onstatés entre les résultats des

deux modes de quantification. Les écarts sont [Edcpar rapport a la moyenne des deux
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valeurs, car considérer arbitrairement une des deleurs comme étant la « référence »
revient a présumex priori de leur efficacité relative :

Ecart = |Concecexae - Concge| / ((Conceexae + Concege) / 2)

Par analyse de la variance, il ressort que lesltatsude quantification ne sont pas
statistiguement significativement différents (awsqtie de 5%) pour le guaiacol, le
4-méthylguaiacol et le 4-propylguaiacol. Tous keses composés phénoliques restants (ainsi
gue la somme globale) sont évalués a des niveasxf@bles par la GCxGC.

Les différences de résultats de quantification taiaes peuvent avoir deux origines.
D’une part, elles peuvent étre en partie dues réelie expérimentale induite par I'étape de
dilution des extraits réalisée avant injection dggaits en GCxGC. D’autre part, ceci peut
s’expliquer par la séparation additionnelle de 1@xGC (élution secondaire mais aussi
déconvolution de pic). Les pics intégrés sont mimakés du bruit de fond et des éventuels
pics parasites. Ainsi, le signal correspondant aanayte est moins augmenté par les pics
minoritaires de composeés co-€lués et indétectainl€sC.

C’est pour le 4-vinylguaiacol que les difféerencesitsles plus importantes, avec des
concentrations déterminées par GCxGC en moyenrfei@lus basses que celles obtenues
en GC-FID. Cette différence se comprend facilenmntregard des pics minoritaires de

composeés non-identifié qui en sont séparés gri&e&&xXGC.

La sensibilité plus élevee de la GCxGC permet dectlEr un plus grand nombre de
composeés phénoliques dans les échantillons.
Nous ne pouvons pas déterminer laquelle des dexhnitpies est la plus fiable lors qu

dosage des composés phénoliques.

XI.3. Analyses comparées des résultats de GC et GCx GC
Les résultats de quantification des composés plygres ont été traités par analyse de la
variance afin identifier les facteurs expérimentayi influencent significativement les
teneurs en composés phénoliques des fumées. RBbsesde la variance ont été réalisées

séparément sur les données obtenues par GC et GCxGC

Il n'est en effet pas possible de simplement « damuiles données obtenues par les deux
techniques et de réaliser I'analyse de variancd’'susemble des 48 valeurs expérimentales
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(24 points expérimentaux en GC et 24 points expgmtaux en GCxGC). Le fait que la
GCxGC conduise globalement a des teneurs calcykes basse n’est pas le principal
obstacle. Cette difference peut étre prise en dérsion comme un effet de block en
intégrant un parameétre supplémentaire a l'analyse vdriance (facteur «technique
chromatographique employée » discret a deux médalik GCxGC » et « GC »). Doubler la
guantité de données utilisées permettrait de cosguda fait d’avoir un effet supplémentaire
a estimer, tout en permettant de mieux estimegffess des parametres expérimentaux.
Cependant, les quantifications obtenues avec les tehniques ont été réalisées sur les
mémes extraits aromatiques. Procéder de cette fagmait donc contraire aux hypothéeses de
I'analyse de la variance, puisque les échantillemsont alors plus indépendants deux a deux.
En effet, I'écart de deux mesures réalisées arghrtméme extrait ne prend pas en compte la
variabilité de I'expérience issue des étapes pegueld quantification par chromatographie
(génération, piégeage et récupération de la fumedraction des composés volatiles ;
concentration de I'extrait). Il en résulterait useus-estimation de la variabilité réelle de
I'expérience (estimée par la somme des carrésugl) par rapport a la variabilité induite
par I'effet de chaque facteur (somme des carrés dicchaque facteur), et l'identification

« artificielle » d’effets significatifs.

En premier lieu, il a été important de vérifier ija’existe pas de contradiction entre les
résultats obtenus avec la GCxGC et la GC. Lesseffi#ntifiés comme significatifs par
analyse de la variance (au risque de se tromp&fgea la fois grace aux données de GC et
de GCxGC sont effectivement du méme type.

Un exemple d’effet principal et d’interaction eségenté en Figure 72: I'effet principal
ainsi que l'interaction de facteur sont bien pésitians les deux cas. On retrouve également
bien le fait que la GCxGC conduit a une estimagimibalement plus basse des concentrations

en composés phénoliques.
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Figure 72 : Comparaison d'effets de parameétres détminés par GC et GCxGC, représentation sous forme
de graphigues des moyennes

Par ailleurs, il a été mis en évidence qu’un fac{ew une interaction de facteurs) qui
influence significativement la concentration despuirs composeés phénolique agira toujours
dans le méme sens. Par exemple, tous les compdsg®ligues étant influencés par
I'humidité du bois utilisé sont dosés en plus faiguantité dans des fumées issues de bois
humide (Figure 73).

Ainsi, il n’y a pas de contradiction entre les dosons apportées par les deux techniques
analytiques, ni de différence de comportement di#érehts composés phénoliques. Ceci
nous permet en partie de valider notre méthodeatiaa puisque de nombreux auteurs ont
reporté jusqu’'a maintenant que les différents ca@pophénoliques des fumeées variaient

toujours conjointement dans des expériences dgpee t
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Figure 73 : Comparaison d'effets de parameétres détminés pour plusieurs analytes par GC et GCxGC,
représentation sous forme de graphiques des moyerme

La seule distinction effective entre les résul@ditmnalyses réalisées par GC et GCxGC
concerne en fait le nombre des effets de paramétiestiiécs comme statistiquement
significatifs. En prenant un risque de se trompebéh, 29 effets significatifs sont identifies
par GC-FID-MS alors que la GCxGC-TOFMS ne permeaindidentifier que 24 (en ne
considérant que les analytes détectés grace auxxndéthodes). Cette différence de résultats
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est due a une augmentation globale des niveauXgddiativité associé aux différentes
analyses de la variance réalisées.

L’ANOVA est utilisée comme un outil permettant dentparer sur un ensemble
d’expériences le « signal » (variation de teneursgalytes liée a la variation des parameétres
expérimentaux) au « bruit » (variabilité du dosageromatographique). La perte de
significativité constatée en passant de la GC &CxGC peut donc s’interpréter de deux
facons :

+ une diminution du « signal »: la GCxGC isole mide signal chromatographique
correspondant aux composés-cibles des variatiorsgael liées aux composés co-€lués ou
participant au bruit de fond ;

¢+ une augmentation du «bruit»: la GCxGC induitisplde variabilit¢ dans la

quantification des composés-cibles dans les extirgictés.

Dans le cas présent, la deuxieme hypothese senttdeaéprivilégier. En effet, les
extractions ayant été réalisées en double sur ehaghantillon de fumée, nous pouvons
apprécier la répétabilité des deux méthodes degdoadravers ces répétitions. Il en ressort
que sur I'ensemble des analytes et des échantillem®carts de dosage sont plus importants
en GCxGC

Cette variabilité du dosage chromatographique pé&et imputée soit a I'acquisition du
signal soit au traitement de celui-ci lors de Bigtation des pics chromatographique. Ainsi,
alors que les tracés chromatographiques obten@CeRID sont parfaitement superposables,
cela semble parfois moins évident en GCxGC. |l tagis cependant que d’'une simple
appréciation visuelle car les écarts de signausomé quantifiables qu’une fois qu’ils sont été
traités a I'aide des logiciels.

Or, le systeme d’intégration du signal est totalethtsfférent pour les deux techniques.
Alors qu'il est trés facile de contréler et de gal directement lintégration d’'un signal
monodimensionnel, le traitement des données de @CKGF impose [utilisation de
l'intégrateur du logiciel. L’expérimentateur poseeatbnc moins de maitrise sur la fagon dont
le signal brut est utilisé, d’autant moins quetBgration des pics est réalisée sur plusieurs
modulations d’'un méme pic, rendant plus complexedetrble ultérieur des intégrations
réalisées par le logiciel (que ce soit en termentégration des pics modulés ou de
regroupement des modulation appartement a un méme p

Il est donc probable que la plus grande variabgx@érimentale du dosage réalisé en

GCxGC provienne du traitement du signal brut.
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Il est important de souligner également que ce@éeneétape de traitement des données
est pour d’autres raisons une des limitations dmploi de cette technique : elle nécessite
beaucoup plus de temps. L'utilisation pratique dromatographe bidimensionnel impose par
ailleurs en elle-méme de nombreuses contrainteso@e supplémentaires tant en termes de
consommation de fluides que de maintenance (qeotidi et périodique).

Il semble d’autant plus discutable dans notre @gustifier l'utilisation de cet appareil
pour les expérimentations réalisées ultérieurenengui nécessitent un grand nombre

d’analyses chromatographiques.

Nous avons décidé d'utiliser la chromatographie o@imensionnelle pour I'analyse deés
teneurs en composés phénoliques dans les fuméésscarsultats obtenus apres traitement
du signal chromatographique semblent étre pluddisb
Par ailleurs, I'apport ici limité de la GCxGC ne rable pas justifier le colt supplémentajre

de son utilisation pour ce type d’analyses.

XI.4. Effets individuels des parametres opérationne Is sur

les teneurs en composés phénoliques des fumées

Pour tenter d’appréhender le plus concrétementlgedss résultats, nous avons dans un
premier temps étudié uniquement les effets princigacteur par facteur pour I'ensemble des
composés phénoliqgues. Ceux-ci représentent glolesie la facon donc chaque condition
opératoire détermine la composition de la fumédyaga. Les résultats des analyses de la
variance reéalisées sur I'ensemble des composésolipdes sont synthétisés facteur par
facteur du Tableau 41 au Tableau 44. Seuls ceuxandgernent la distance parcourue par la
fumée entre le générateur et le piege ne sontquastés, car aucun effet direct de ce facteur

n'a été identifié comme significatif au seuil de 5%
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Tableau 41 : Résumé de I'étude de I'effet du tempBappui dans le générateur de fumée sur les teneuen
composés phénoligues des fumées

Graphique des moyennes de Niveau de Valeur absolue

concentrations pour le phénol Analyte significativité¢  de I'effet 5-45
(%) (Mg/9)
Phénol 0,000 93,09
190 + p-crésol+m-crésol 0,012 19,45
5 170 + Guaiacol 0,005 510,38
Ex . 4-méthylguaiacol 0,002 566,77
5 4-éthylguaiacol 0,004 163,17
E 130 T 4-vinylguaiacol 0,097 7,13
“ 0l Syringol 0,016 1177,56
% } } Eugénol 0,386 152,44
5 25 45 4-propylguaiacol 0,006 47,54
Temps d'appui () (Z+E)isoeugénol 0,964 17,74
Somme 0,011 2750,74

Note : seul I'effet 5-45 est reporté, car les tests des étendues multiple (Fisher LSD, seuil de 5%) réalisés pour tous les
analytes montrent que les contrastes 25-45 ne sont jamais significatifs.

Tableau 42 : Résumé de I'étude de l'effet de I'egsee de bois utilisée sur les teneurs en _composés
phénoligues des fumées

Graphique des moyennes de Niveau de Valeur absolue

concentrations pour le phénol Analyte significativité de l'effet
(%) (Ho/9)
Phénol 0,003 34,21
190 1 p-crésol+m-crésol 0,003 26,33
— 170 Guaiacol 0,002 458,91
% / 4-méthylguaiacol 0,000 661,64
- 4-éthylguaiacol 0,004 105,22
E 130 4-vinylguaiacol 0,276 2,54
& 0l Syringol 0,002 1495,03
% } Eugénol 0,008 518,05
Chéne Hétre 4-propylguaiacol 0,001 71,37
Essence de bois (Z+E)isoeugén0| 0,028 227,72
Somme 0,001 3612,22

Tableau 43 : Résumé de I'étude de I'effet de I'hnurdité du bois sur les teneurs en composés phénoligue
des fumées

Graphique des moyennes de Niveau de Valeur absolue

concentrations pour le phénol Analyte significativité de l'effet
(%0) (1g/g)
Phénol 0,001 55,96
190 + p-crésol+m-crésol 0,008 13,79
= 170 Guaiacol 0,005 328,15
g ol 4-méthylguaracol 0,005 282,30
5 4-éthylguaiacol 0,005 96,12
o 1807 4-vinylguaiacol 0,443 1,69
T Syringol 0,014 809,58
% } Eugénol 0,196 136,16
Sec Humide 4-propylguaiacol 0,012 23,79
Humidité du bois (Z+E)isoeugénol 0,291 72,49
Somme 0,021 1401,85
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Tableau 44 : Résumé de I'étude de I'effet de 'appbd’air comprimé au niveau de la zone de pyrolyseur
les teneurs en composés phénoligues des fumées

Graphique des moyennes de Niveau de Valeur absolue

concentrations pour le phénol Analyte significativité de l'effet
(%0) (Ho/9)
Phénol 0,005 27,70
190 + p-crésol+m-cresol 0,062 1,98
a4 Guaiacol 0,124 93,06
2 \ 4-méthylguaiacol 0,115 85,02
?150 1 4-éthylguaiacol 0,432 11,92
> 130 4-vinylguaiacol 0,573 1,21
" 10 4 Syringol 0,579 96,05
Eugénol 0,158 153,79
» Sans } Avec 4-propylguaiacol 0,085 11,13
Apport en air (Z+E)isoeugénol 0,613 31,92
Somme 0,203 511,48

Comme nous l'avons déja vu par ailleurs, les diffés composés phénoliques sont
influencés de la méme maniere par les différentarpatres. L'ensemble de ces molécules
étant issues des constituants du bois selon desimheaéactionnels comparables, cela se
comprend parfaitement bien. La description dé&itlé tous ces effets serait superflue, mais

certains points qui ressortent comme particuliérdrimeéressants doivent étre soulignes.

L’effet positif de la température de pyrolyse @vers le temps d’appui de la blche) était
attendu dans la gamme de températures mesurée@loteé & 350 °C / 400 °C / 450 °C).

Par contre, I'absence de différence entre les fgnpgeduites avec 25 et 45 secondes
d’appui ne semble pas normale au premier abordjulusune température de pyrolyse
d’environ 700 °C, la production de composés phéune suit une augmentation linéaire
(Maga, J.A., 1987). Ainsi, comme le laissait perisdrsence de différence de température de
fumée émise (voir IX.2, p.160), il est probable deigpassage de 25 a 45 secondes d’appui
n'entraine pas une augmentation de température aussrtante que celle estimée par les
relevés instrumentaux (sonde de température pkatirerface blche / rotor).

Nous retrouvons cependant bien les recommandatigmeralement admises d’une
augmentation de la température de pyrolyse pourliameé la qualité de la fumée par
augmentation de sa teneur en composés phénoliqaga(M].A., 1987). L’'absence de
différence effective entre 25 et 45 secondes peugsgéler technologiquement intéressant.
Cela ouvre la perspective de pouvoir choisir paneple le réglage le plus rentable d’'un point
de vue énergétique sans entrainer une diminutiola dpialité « phénolique » de la fumée

produite.
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En dépit de l'importance particuliere du temps @ap I'essence de bois reste le
parametre le plus déterminant, avec un plus gramchbre de composés phénoliques
influencés directement, et des variations de tenglutis importantes.

Le bois de hétre ayant déja été reporté comme rméndes concentrations de composés
phénoliques plus importants, ce résultat est garfent en accord avec la littérature (Maga,
J.A., 1987).

Nous pouvons aussi constater que le seul compasgofipue étudié a n’étre influencé
par aucun des parameétres expérimentaux est leyfguaiacol. Ce résultat pourrait sembler
surprenant a premiére vue, puisque sa productibrgkialement les mémes lois que celle
des autres dérivés du phénol. Il faut cependamidpeeen considération que contrairement
aux autres composés phénoliques, notre méthodedd'ét'est pas parfaitement adaptée au
4-vinlyguaiacol puisque nous avons vu que le rincdg piege a la soude ne lui était pas
favorable. Il est donc possible qu'il subisse lednmas effets lors de la production de la
fumée, mais que ceux-ci ne soient pas identifialllesause des trop faibles quantités

récupérées dans les fumées.

En plus des concentrations en composés phénoligees, ratios de concentrations ont
éte etudiés : [guaiacol] / [phénol] (G/P) et [gealp/ [syringol] (G/S).

L’évolution de ces ratios en fonction de chaquepestre est facilement prédite grace aux
sens et aux intensités des effets respectifs syghémol, le guaiacol et le syringol. Par
exemple, comme la concentration en guaiacol augptestrapidement (effets de parametres
plus intense pour le guaracol que pour le phénad) aplle du phénol selon tous les facteurs
expérimentaux, le ratio G/P suit la méme évolutjoe celle des deux composés. Cependant,
la significativité de ces variations a tout de méaieétre testée par analyse de la variance
(Tableau 45).

Ces facteurs représentent un intérét tout particyluisqu’ils sont sensés avant tout étre
déterminés par I'essence de bois, et plus pamiartient par le type de celui-ci (bois dur /
bois tendre). Les bois utilisés étant tous les dias<bois durs, nous aurions pu nous attendre
a ce que l'essence de bois n'ait pas d'effet sicatif sur ces ratios. En fait, nous constatons
une variabilité significative, bien que faible, @es ratios en fonction des paramétres

expérimentaux.
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Tableau 45 : Evolution des ratios G/P et G/S seldas variations de paramétres de génération

G/P G/S

Moyenne générale 3,8 0,31

______ S 0,33

Temps d’'appui 25 3,8 0,42*

45

Essence de Chéne 2,7 0,44

bois Hétre 4.8 0,33
idité S 4,2

quldlte du €C _ 0.31*
bois Humide 3,5

* moyennes sur différentes modalités non-signifi@hent différentes

Ces variations peuvent se révéler intéressantesgymi ces ratios peuvent trouver une
utilité en tant que marqueur des conditions de yetidn de la fumée. Comme ces deux ratios
ne varient pas de maniere identique selon lesrdiffés conditions expérimentales (par
exemple G/P n’est pas dépendant du temps d’appuiloec pas de la température de
pyrolyse), ils pourraient étre employés conjointetnpour extrapoler les conditions de

génération de la fumée a partir de sa teneur eiagplasyringol et phénol.

Cette premiére analyse des résultats montre queernaur en composés phénoliques fes
fumées produites est globalement maximisée defaQiss :
¢ augmentation du temps d’appui de la blche de 5 se2ondes
¢ utilisation du bois de hétre

+ utilisation de bois sec

X1.5. Interactions entres parametres opérationnels
Bien que les effets principaux décrits apporters ddormations précieuses pour la
caractérisation du générateur de fumée utilisérenptan d’expérience a été congu pour
pouvoir prendre en considération également lesdat®ns de niveau 2 (interaction de deux
facteurs). Les deux principales interactions (eméede nombre de composés concernés et
d’intensité) statistiquement significatives ideiétifs sont présentées a la Figure 74 a travers

I'exemple représentatif du 4-méthylguaiacol.
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Figure 74 : Graphiques des moyennes représentant sledeux principales interactions de facteurs
significativement influentes sur les teneurs en coposés phénoliques

Il s’avere en fait que I'effet du temps d’appui st @as déterminé dans I'absolu : il dépend
totalement de I'essence de bois utilisée. Pourois e hétre, on retrouve I'effet identifié
auparavant : 'augmentation du temps d’appui de25 au 45 entraine une augmentation des
teneurs en composés phénoliques. Par contre,dedbathéne a produit des fumées ayant des
teneurs en composés phénoliques identiques quelaifule temps d’appui utilisé.

Une explication trés probable a cette différencedtion des deux bois au temps de
friction est une différence de température de pygmleffective. Comme semblaient déja
l'indiquer le méme type de comportement pour lesp@ratures de fumées émises (voir 1X.2,
p.160), le bois de chéne étant moins dense, ihaidfferait en fait moins que le hétre pour des
temps de friction comparables.

Qu’elle soit ou non liée a la densité du bois ket gmpérature de pyrolyse effective, cette
différence d’effet est déterminante. Elle nous mertlairement qu’augmenter le temps
d’appui n'est pas en soit suffisant pour maximiseproduction des composés phénoliques,
encore faut-il utiliser un bois adapté, le hétresdaotre cas.
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L'interaction entre I'essence de bois et I'humidé&mble moins déterminante. Elle ne
montre pas d’effet de différence de type d’effedisrune simple potentialisation de I'effet de
I’humidité par I'essence de bois. Globalement,des humides donnent effectivement moins
de composés phénoliques que les bois sec, confamente qu’'indiquait I'effet principal de
I'humidité. Cependant, la différence est beaucolug pnportante pour le bois de chéne que
pour le bois de hétre.

Cette interaction est plus difficilement interpid&apuisqu’elle ne peut pas étre reliée aux
températures de fumée émises. Elle n'est pas @@lleas expliquée par les différences de
teneurs en eau existant entre les blches « sedteshumides » des deux essences de bois :
c’est pour le bois de chéne qu'il y a le mois diéta bois « sec » et le bois « humide » alors

que c’est pour lui qu’il y a le plus d’effet de limidité.

L’allongement du temps d’appui ne semble étre penti pour augmenter la formation des

composés phénoliques que dans le cadre de I'dtdisale bois de hétre.

XI1.6. Analyse en composantes principales des teneur s en
composés phénoliques

Afin de tenter d’expliquer de maniére plus globkds résultats obtenus précédemment,
une analyse en composantes principales a étééealia somme des concentrations ainsi que
les ratios G/P et G/S n’ont pas été utilisés em ¢gae variables actives puisqu’ils ont été
construits a partir des données brutes. Ces tasgltats ont été ajoutés a Il'analyse par
projection sur les composantes principales obterdaudgre illustratif. Comme l'analyse ne
prend en compte que des variables homogénes geltétoutes des valeurs de concentrations
obtenues a partir de la méme méthode de quaniiimatil n’'était pas nécessaire de la
normaliser pour qu’elle soit valide.

Cependant, I'effet organoleptique et technologigeechaque composé phénolique n’est
pas fonction que de sa concentration, il dépendialgsses propriétés intrinseques (pouvoir
aromatisant, antioxydant, etc.). C’est particuléeat vrai du point de vue aromatique, ou les
faibles variations d’'un composé peu concentré paet-plus déterminante que la forte
amplitude d'un composé majoritaire. Ainsi, afin e pas privilégier la représentation des

tres fortes variations des composeés les plus almbgdéanalyse en composante principale a
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été réalisée sur des données standardisées. Tesitemiances sont ramenées a 1 en divisant
chaque concentration d’'un composé par I'écart-tgleulé sur I'ensemble des 24 fumées. I
faut tout de méme garder a I'esprit que ce chaix &ffet non-négligeable sur les résultats :
en ramenant les variances de toutes les variabl@séme niveau, on diminue I'efficacité de
la procédure, dans le sens ou les inerties de ehammposante principale seront plus réduite.
Concretement, l'utilisation de I'ACP standardiséeposera l'utilisation d’'un plus grand
nombre de composantes principales pour restitisazad'information pour que celle-ci soit
pertinente et exploitable (par rapport a ce guaiseéalisable avec la méme ACP réalisée sur

les données non-normeée).

Le Tableau 46 présente les caractéristigues des lemieres composantes principales.
Les composantes suivantes (3 a 10) ne représeqenpeu d’inertie (moins de 7% par

composantes a partir de la troisieme) et ne coestit pas une amélioration de la
représentation graphique offerte par le couple Elelfes n’ont donc pas été retenues.

Tableau 46 : Caractéristiques des deux premiéres smwosantes principales de I'analyse réalisée sur les
variables expérimentales

Composantes principales F1 F2
Inertie propre (%) 74,59 14,49 Cercle des corrélations F1 — F2
Inertie cumulée (%) 74,59 89,08

Coefficients de corrélation entre variables

actives et composantes principales

Phénol 0,895  -0,157 075 Vinylgudiagol

p+m-crésol 0,912 -0,255 oeugénol
Guaiacol 0,968 -0,210 05 énol
4-méthylguaiacol 0,985 -0,111

4-éthylguaiacol 0,941  -0,125 0.25

4-vinylguaracol 0,280 0,755 . { { { LGP Smme ol
Syringol 0,956 -0,221 GIS Eeimguaiacol
Eugénol 0,748 0501 o | phendt
4-propylguaiacol 0,985  -0,033 ' prm-cresplSyringol
(Z+E)isoeugénol 0,716 0,645 -05 T

Coefficients de corrélation entre variables

illustratives et composantes principales 0rs

Somme 0,995 -0,039 1

G/P 0,757 -0,084 1 075 05 025 0 025 05 075 1

G/S -0,005 -0,049

Le poids de la composante F1, qui avec presqued’bfirtie représente la majorité de la
dispersion totale des données. Ce sont donc lesigpgsrelatives des individus et des
variables selon cet axe qui seront représentati@exi s’explique par une trés forte

corrélation de la plupart des variables de conaéintrs entre elles. En dépit de ce que la
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représentation graphique (cercle des corrélatises)ble montrer, méme I'eugénol et les
isomeres d'isoeugénol sont fortement corrélés dawetomposante F1, et 'ensemble des
composeés phénoliques, 4-vinylguaiacol exclu. Leingtguaiacol est le seul composé
considéré qui définisse principalement la compas&2t Mais comme il a été vu auparavant
gue sa concentration n’est influencée par aucunfatgsurs expérimentaux, cela revient a

dire que F2 n’est pas non plus vraiment discrimi@aen particulier comparée a F1.

Considérant la forte corrélation des concentratéots composante F1, il est normal que
la somme le soit aussi trés fortement.

Des deux ratios calculés, seul le ratio G/ P mtésane réelle corrélation avec une des
composantes. Le ratio G / S constituerait une vgdeumettant de qualifier 'ensemble des
expérience alors que le ratio G/ P permettrailedediscriminer les unes par rapport aux
autres. Comme celui-ci varie dans le méme senslepi€oncentrations en phénol et en

guaiacol, on le retrouve également fortement cdpékitivement par la composante F1.

A - Temps d’appui (5, 25 ou 45 secondes) 1(74 %
D - Distance générateur/piege (80 ou 400 cm;: ( 59 )

Air-0 Sans apport d’'air comprimé

Air-1 Avec apport d’air comprimé

i 05 Humidexg T i
S !
2 Chéne_ Air-1 . Hétre | i
<t “ S m B - 1
Ra) D-400 Alr0 i
N ,
i A-25%m  wA-45 |
! Sec i
L5 i
i -2 0 2

Figure 75 : Projection des barycentres de classee dumées dans le plan F1-F2 (données de teneurs en
composés phénoligues)
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La Figure 75 synthétise bien ce qui avait pu éétemniné pour les effets individuels des
différents paramétres. Sont situés sur la droitepthn les conditions opératoires qui
maximisent les teneurs en composés phénoliqueséstuthns la fumée, avec par ordre
d’'importance : l'utilisation de bois de hétre, d’'long temps d’appui de bdche et d'un bois
sec. Cet ordre d'importance se retrouve bien entifignt les fumées selon leurs conditions
de production. Celles-ci sont mieux discriminéelorsde temps d’appui, mais surtout par
I'essence de bois, comme on peut le voir a la Eigi@ ou les données ont été représentées

sur une seule dimension pour plus de lisibilité.

F1 (74,59 %)

Codage pour chaque des séries selon les moddlitéparameétre expérimental
A : Distance piége - génératdtrcm; 400cn)
B : Humidité du boigbois sec;, bois humide
C : Temps d'appui ; 25 secondes 45 secondes
D : Essence de bo(chéne; hétre)
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Figure 76 : Projection des 24 fumées sur la compasi@ F1 (données de teneurs en composés phénoligues)

La présence des fumées 4, 10 et 22 obtenues avboislde hétre dans le groupe des
fumées de bois de chéne (Figure 76-D) s’expliqudgsainteractions existant entre I'essence
de bois et le temps d’appui. En effet, en utilisduntoois de hétre avec un temps d’appui de 5
secondes, les teneurs en composés phénoliquesspmumdeent a celles obtenues pour
n'importe quel temps d’appui pour du bois de ch@ngure 74,). C’est ce qui explique aussi

gue parmi les autres fumées de bois de hétremadul6 (la seule autre a avoir été également
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produite a la fois avec du hétre et 5 secondespdiqsoit la plus proche des fumées de bois
de chéne. Par ailleurs, on peut constater I'eféet’liumidité de bois par exemple avec les
fumées 5, 6, 11, 12 d’'une part et 17, 18, 23, [Zpport en air mis a part (car non-influent),
ces deux groupes de fumées ne different que pamitité du bois utilisé. On retrouve bien

les fumées issues de bois sec (5, 6, 11 et 12ppiusite de la composante F1 (Figure 76-B).

Ainsi, pour ce qui concerne les composés phéndiglee la fumée uniquement, nous
avons pu déterminer que le facteur le plus déteantineste I'essence de bois utilisée. Non
seulement son effet direct est le plus importanalitativement et quantitativement) de tous,
mais en plus elle agit indirectement comme potenirades autres parametres par ailleurs

influents que sont le temps d’appui et 'humidigshbis.

Comme indiqué par l'étude directe des effets deametres, I'essence de bois est| le
parametre le plus discriminant pour la fraction plofque des fumées produitps
expérimentalement. Le temps d'appui et 'humidité lis sont déterminants dans yne

moindre mesure.

XI.7. Effets individuels des parametres opérationne Is sur

les teneurs en HAP des fumées

Tableau 47 : Résumé de I'étude de I'effet du temmBappui sur les teneurs en HAP des fumées

Valeur
G . Niveau de absolue
raphique des moyennes de ST s
concentrations pour le Pyréne Analyte significativité  de I'effet
(%) 5-45
(H9/9)
7 Fluoranthéne 0,186 1,56
6+ Pyrene 0,042 2,59
57 Benz[a]anthraceéne 0,497 0,04
\g 4t Cyclopenta[c;d]pyréne 0,091 0,15
E 34 Chryséne 0,877 0,03
21 Benzolb/j/k]fluoranthéne 0,024 0,66
1+ Benzo[a]pyréne 0,965 0,08
0 | | Indénol[1,2,3-c,d]pyréne 0,198 0,26
° Temps Azzpui ©) ® Benzo[g,h,i]peryléne 0,350 0,34
TEQ 0,795 0,01

Note : seul I'effet 5-45 est reporté, car les tests des étendues multiple (Fisher LSD, seuil de 5%) réalisés pour tous les
analytes montrent que les contrastes 25-45 ne sont jamais significatifs.
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Tableau 48 : Résumé de I'étude de I'effet de I'essee de bois sur les teneurs en HAP des fumées

: Valeur
Graphique des moyennes de A .N'V.e.au .d(.a . absolue
. X nalyte significativité )
concentrations pour le Pyrene (%) de l'effet
(1g/g)
; Fluoranthene 0,004 4,08
61 Pyrene 0,009 2,83
54 Benz[a]anthracéne 0,001 0,42
g af Cyclopenta[c;d]pyréne 0,000 1,04
E 3+ Chrysene 0,001 0,83
27 Benzo[b/j/k]fluoranthéne 0,077 0,26
1t Benzo[a]pyréne 0,055 0,80
0 e e Indéno[1,2,3-c,d]pyréne 0,722 0,04
Essence de Bois Benzo[g,h,i]peryléne 0,310 0,19
TEQ 0,790 0,00

Tableau 49 : Résumé de I'étude de I'effet de I'hurdité du bois sur les teneurs en HAP des fumées

Niveau de Valeur
Graphique des moyennes de Analyte sianificativité absolue
concentrations pour le Fluoranthéne 9 (%) de l'effet
(Lg/g)
; Fluoranthéne 0,038 1,83
6 \ Pyréne 0,062 1,36
57 Benz[a]anthracéne 0,066 0,08
g 4T Cyclopenta[c;d]pyrene 0,992 0,00
< 3T Chryséne 0,024 0,22
27 Benzol[b/j/k]fluoranthéne 0,030 0,38
T Benzo[a]pyrene 0,379 0,27
0 z N
Sec Humide Indéno[1,2,3-c,d]pyréne 0,034 0,35
Humidité du bois Benzol[g,h,i]peryléne 0,270 0,21
TEQ 0,046 0,05

Tableau 50 : Résumé de I'étude de I'effet de I'appbd’air comprimé au niveau de la zone de pyrolyseur
les teneurs en HAP des fumées

. Niveau de Valeur
Graphique des moyennes de e absolue
) \ Analyte significativité )
concentrations pour le Fluoranthéne (%) de l'effet
(Lg/g)
, Fluoranthéne 0,023 2,23
6l Pyrene 0,038 1,66
51 Benz[a]anthracéne 0,016 0,14
2,0 Cyclopenta[c;d]pyréne 0,003 0,33
f 3t Chrysene 0,015 0,26
* ol Benzo[b/j/k]fluoranthéne 0,151 0,19
it Benzo[a]pyréne 0,621 0,14
0 e o Indénol[1,2,3-c,d]pyréne 0,673 0,04
Apport en air Benzo[g,h,i]peryléne 0,501 0,12
TEQ 0,292 0,02
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L’apport d’air comprimé au niveau de la zone deopyge influence directement un
nombre non-négligeable d'analytes: le fluoranthenpyréne, benz[a]anthracéne,
cyclopenta[c;d]pyréne et chryséne sont présentm@ns grande quantité dans les fumées
générées avec cette arrivée d’air forcée.

Si I'on relie cet effet a la production méme desléooles de HAP, alors celui-ci peut
prolonger les constatations réalisées par certairteurs qui ont mis en évidence une
diminution de la production des HAP par pyrolyseammentant les teneurs en oxygene
ambiantes (McGrath, T.E. et al., 2003). Bien quélsoit pas possible a notre échelle d’étude
de déterminer réellement le mode d’action de carpatre et de confirmer cette hypothése, ce
résultat reste particulierement intéressant. Ent,effn aménagement techniqgue mineur du
générateur a friction a permis de réduire signifieament la teneur en certains HAP dans les

fumées obtenues.

Par ailleurs, le temps d’appui se révele peu déhemb pour les teneurs en HAP, tant en
terme de nombre que d’amplitude d’effets. Mémeesitemps d’appui employés permettent
d’obtenir des températures de pyrolyses differentasles-ci restent toutes largement
inférieures a 600 °C, c'est-a-dire trés en desdeszones favorables a la production de HAP
(McGrath, T.E. et al., 2003). Il est par contrepsanant de trouver des effets négatifs, c'est-a-
dire que les plus hauts niveaux de températuresiene a des fumées plus pauvres en pyréne
et benzol[b/j/K]fluoranthéne. En effet, il est umaement admis que la production des HAP
est augmente linéairement avec la température daypg jusqu’a des températures d’'au
moins 1000 °C.

Cet effet est donc plus probablement relié aux itmmd ambiantes qu’aux conditions de
production. En effet, les relevés de températurtigees piégées ont montré que les fumées
produites avec 25 et 45 secondes d’appui arrivepi@ge avec une température plus élevée.
Etant dans un environnement plus chaud au mometduwleentrée dans le piége, les HAP
semi-volatils quitteront en partie la phase de ferpérticulaire pour passer a I'état gazeux.
Notre piege retenant spécifiguement les particdéefumée, les dépots obtenus seraient donc
proportionnellement moins riches en certains HAP.

Cependant, cette hypothése reste non démontratageaéchelle d’étude et ne permet pas
d’expliguer que cet effet ne soit pas retrouvé pdiautres HAP plus léger que les
benzo[b/j/k]fluoranthénes. Cette apparente compgxiouve bien la nécessité d’approfondir
la connaissance des mécanismes de production pgreydes HAP et d leur évolution des au

sein des fumées.
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Considérant les valeurs d'effets de 'ensemblep@ametres, c’est I'essence de bois qui
influence le plus fortement les concentrations &PHndividuels dans les fumées produites.
C’est en particulier vrai pour le benz[a]anthragdeecyclopenta[c;d]pyréne et le chrysene
puisque ceux-ci n‘ont pratiquement pas pu étre tfigs dans les fumées issues de bois de
chéne (exception faite du cyclopenta[c;d]pyrénesdarfumée 19). Mais c’est aussi le facteur
qui fait varier le plus les teneurs en fluorantghenpyréene.

Comme c’est aussi le paramétre qui influence les gtand nombre d’analytes (avec
'apport en air qui influence les méme cing compaséfluoranthéne, pyréne,
benz[a]anthracéne, cyclopentalc;d]pyrene et cheg/sgais dans des proportions plus faibles),
il aurait pu étre considéré que c’est le parametigus important a prendre en considération
pour la qualité sanitaire des fumées produitestillsation de bois de chéne aurait alors
permis d’obtenir des fumées moins toxiques. Cepanda n'existe pas de différence
significative entre les TEQ des fumées issues dedmchéne et les fumées issues de bois de
hétre. Ceci s’explique par le fait que certains l[d&® qui sont favorisées par le bois de hétre
ne sont pas pris en considération pour le calcalEQ (le pyrene et le cyclopenta[c;d]pyrene
ne possedent pas de TEF). Les autres ne possededep TEF respectifs trés élevés a méme
de d'influencer vraiment le TEQ (TERranthene= 0,01 ; TEenzajanthracene 0,1 ; TERnrysene=
0,01). Ainsi, le seul facteur étudié a méme de frexdia toxicité des fumées (évaluée par le
TEQ) est I'hnumidité du bois qui fait simultanémehininuer des HAP plus toxiques (TEF
Benzofb/jfiuoranthene= 0,1 ; TEF indéno[1,2,3-c.djpyrene= 0,1). Si I'on ne considére que l'aspect
sanitaire des fumées, la seule recommandatiompaté serait celle d'utiliser des bois a forte

teneur en eau pour la génération de fumée a visgerdaire.

Par ailleurs, nous avons ici une nouvelle preuvéagaur de la nouvelle réglementation
européenne visant a ne plus prendre uniquementoempte le benzo[a]pyréne comme
indicateur des contaminations en HAP. Cela regsanticulierement a travers le fait que les
variations de teneur en benzo[a]pyréne ne suivastles variations de TEQ qui est par
définition un indicateur plus précis de la toxidiie induite par la contamination en HAP.
Dans le cadre de notre étude, I'indicateur « HAR£ »évelerait particulierement intéressant
puisqu’il prend en compte des congéneres aux tenefiectivement variables dans les

fumées de notre expérience : benz[alanthracéengsame et benzo[b]fluoranthéne.
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L’apport en air comprimé et 'utilisation du boigahéne ont permis de diminuer les tenqurs
des fumées expérimentales en 5 HAP.
Seule Il'utilisation de bois humide a permis de duner significativement le TEQ des fumées

produites, par rapport a celles obtenues avec da bec.

XI.8. Interactions entre paramétres opérationnels

La plupart des interactions de facteur détectémsazoent I'essence de bois, mais elles ne
sont pas a prendre en considération, car ellegprégentent pas une réalité expérimentale.
Dans I'exemple présenté Figure 77 il est évidemt gous ne pouvons pas considérer que les
deux essences de bois modifient I'effet de I'humidiu bois. La « différence d'effet »
détectée par I'analyse de la variance résulte dugfee le chrysene n’est quantifié dans

aucune des fumées de bois de chéne, ce qui exphdpsence totale d'effet.

..............................................................................................................

Humidité du bois

i 1,2 i
! i
E 14 H !
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Figure 77 : Graphigues des moyennes représentanirteraction de facteurs « humidité du bois x esseerc
de bois » pour le chryséne

Les autres interactions de parametres concerrggmpdit en air au niveau de la zone de
pyrolyse. D’une part, nous pouvons mettre en éddedes effets du temps d’appui qui
n'étaient pas détectables précédemment (Figure)7&\ fait, I'effet du temps d’appui sur
ces composés dépend totalement de I'apport enuagyil est positif dans un cas (avec
apport d’air comprimé) et négatif dans l'autre. Qlus est, pour le fluoranthéne, chryséne et
cyclopenta[c;d]pyréne, les effets sont de mémeansité, ce qui engendre une compensation :
I'effet direct du temps d’appui global est estim@.Pour le pyréne, les deux effets ne sont

pas exactement aussi intenses, ce qui permet @eteléguand méme un effet du temps
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d’appui seul. C’est un élément déterminant pougualité sanitaire des fumées produites
puisque sans la connaissance de cette interatgitemps d’appui serait considéré comme un
facteur opérationnel a 'importance marginale (pduencant peu de composés) qu'’il faudrait
tout de méme maximiser (puisque ses effets direoctd négatifs, son augmentation doit
diminuer les teneurs en HAP). Par ailleurs, il fattenuer les conclusions précédentes sur
I'intérét d’avoir un apport d’air comprimé commeaiété intégré a notre générateur de fumeée,
puisque selon le temps d’appui utilisé, il peuteéplus favorable de s’en priver pour
minimiser les teneurs en HAP.

De méme, l'interaction entre I'humidité du boisl'apport d’air comprimé est a prendre
en considération puisque l'effet de réduction dasetrs en HAP de I'apport en air n’est
valable que dans le cas d'un bois sec. Les boisdasmtonduisent dans tous les cas a la

méme teneur réduite en benz[aJanthracéne et cleysen

i i
i A B !
1 . . « aey s . . !
i Temps d’appui x Apport en air Humidité du bois x Apport en air i
E 08 09 :
i 07 | San: 0.8 | Sans !
: a 0,7 + i
D 3, |
I YR N D007 i
) : I Zos :
E ,é 04 7 wELAY 8 04+ :
| 0,3 + D ;
! E\ 0 034 H ;
! 5 021 > 0 WAvec !
! 0,1+ Avec o 0.1 + :
! 0 | | 0 i
! 5 25 45 Sec Humide !
1 1
! Temps d'appui (s) Humidité du bois i
é Avec —e—Sans Avec —s—Sans :
: i i Moyennes non-significativement différentes i i Moyennes non-significativement différentes :
i a
! Composeés concerneés : ) ) !
; fluoranthéne - pyréne - chryséne Composes‘ concernes . i
i cyclopenta[c;d]pyrén Benz[a]anthracéne - chrysene i
: !
1 1

Figure 78 : Graphiques des moyennes représentant sledeux principales interactions de facteurs
significativement influentes sur les teneurs en HAP

A partir de nos résultats, donner une explicatiotes différentes interactions entre les
parametres expérimentaux est au mieux hasardeuxpaeiculier en ce qui concerne

l'inversion d’effet du temps d’appui par I'apport air.
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Une explication envisageable serait étre ici adestonsidérer les effets négatifs non pas
une moins grande production des HAP concernés, coaisne leur plus grande conversion
en des HAP plus lourds. Ainsi, I'apport d’air n'airpas un effet positif sur les teneurs en
FA, PY, CPP et CHR avec I'élévation de températunajs un effet négatif sur les HAP
produits a partir d’eux. Ce sont malheureusemembren des explications que nous ne
pourrons prouver, d’autant moins qu’il y auraituae contradiction entre la compensation
d’effet qui supporterait cette hypothese, et ledake I'air apporté aurait en fait un effet positif
sur les mécanismes de production des HAP.

Le fait que Il'utilisation de bois humide méne auRmes concentrations que lI'apport en
air pourrait indiquer que les deux paramétres agisa travers le méme mécanisme. Ainsi, Si
'apport en air permet de se placer dans des donditou I'oxygene ambiant limite la
production de HAP, alors la pyrolyse du bois trésnlile s’accompagnerait de libération
d'oxygéne avec des conséquences comparables. Gepend thermolyse de l'eau est
négligeable aux températures atteintes, elle né genc pas justifier une hypothétique
libération d’oxygéne a partir de I'eau vaporiséasléa zone de pyrolyse. Nous ne sommes

donc pas réellement en mesure d’apporter une cawsejacente a ces observations.

Ces interactions d’effet ont donc une double répsion sur linterprétation de nos
résultats. En plus de nous prouver une fois de llusomplexité des phénomeénes mis en
ceuvre mais non-mesurables, elles indiquent lingmme& de pouvoir comprendre le
fonctionnement global d’'un générateur de fuméesque I'analyse détaillée comme nous

venons de la voir ne fait pas sens a elle toutkeseu

X1.9. Analyse en composantes principales des teneur s en

Hydrocarbures Aromatiques Polycycliques

De méme que pour les teneurs en composés phérglitiaaalyse en composante
principale a été réalisée sur les données starsg@sli alors que ’homogénéité d’unité des
données ne I'imposait pas de fait. Ici, c’est édence de toxicité relative des HAP étudiés
qui a imposé ce choix, puisque de faibles variatisar un composé au TEF élevée sont
potentiellement plus importantes que les grandesliides de composés a la toxicité plus
faible. Il aurait été envisageable de pondérertéeurs de chaque HAP par leurs TEF
respectifs, et de procéder a une ACP non-norméeerant, certains HAP ne possédent pas
de TEF dans la référence que nous avons choisplitjaier, ce qui imposerait pour ceux-ci

I'utilisation de TEF arbitrairement choisis. C'aftnc la encore une ACP normée qui a été
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utilisée pour analyser les données, qui présemntailaurs I'avantage de faciliter la mise en
relation avec les résultats vus de la méme mamiéte les composés phénoliques. Afin
d’avoir tout de méme des informations prenant enpte les toxicités relatives de HAP, les
TEQ calculés pour les fumées a été intégreé a japratn tant que variable illustrative.

Bien que les deux premiéres composantes principdlest F2 ne représentent ensemble
que 83,77% de linertie totale des données (Tablga)y ['utilisation d’'une ou deux
composantes supplémentaires ne se justifie ni @again d’inertie (12% cumulé sur la

troisieme et quatrieme composante) ni sur la qudkt la représentation.

Tableau 51 : Caractéristiques des trois premiéresoenposantes principales de I'analyse réalisée sursle
variables expérimentales

Composantes principales F1 F2
Inertie propre (%) 64,04 19,72 Cercle des corrélations F1 — F2
Inertie cumulée (%) 64,04 83,77

Coefficients de corrélation entre variables 1
actives et composantes principales

TEQ

Coefficients de corrélation entre variables 075
illustratives et composantes principales
TEQ 0,249 0,320 ’ -1 -0,75 -05 -0,25 0 0,25 05 0,75 1

La premiere composante est définie par la plupsstabncentrations en HAP alors que la
deuxieme représente plus spécifiguement I'indé2¢dic,d]pyrene et les benzofluoranthenes.
Comme nous avons pu voir que ce sont justementaraposés qui définissent les variations
de TEQ des fumeées, nous retrouvons également aghlitot lié a la deuxieme composante
principale.

La projection des barycentres des différents greuge fumées dans l'espace F1-F2
permet de d'appréhender dans I'ensemble I'impodagtative des différents parameétres pour
ce qui est des contaminations des fumées ne HAP.
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A - Temps d’appui (5, 25 ou 45 secondes) F1 (64,04 %)
D - Distance générateur/piege (80 ou 400 cm)

Air-0 Sans apport d’'air comprimé

Air-1 Avec apport d’air comprimé

E o5 Chéne 1 Sec
P !
. XX !
oo : D-400 ;
: K) /A\ll’-lm 5 . |
o) - = !
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; -15 :
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Figure 79 : Projection des barycentres de classeams |le plan factoriel F1-F2 (données de teneurs &AP)

Nous retrouvons dans cette projection la caratiguiss principale que nous avions pu
remarquer pour les composés phénoliques : I'impogagrépondérante de I'essence de bois
(le hétre étant celle qui est favorable a nos aesl)ly Les autres conditions expérimentales
sont a premiere vue répartie de la méme facon aptan factoriel, mais les différences
identifiées grace aux effets principaux ressortefgffet plus important de I'apport en air
(barycentres associés plus éloignés I'un de I'auteui plus limité de I'hnumidité du bois et
enfin une influence du temps d’appui moins marqbéeycentres associés plus proches).

Il semblea priori difficile de déterminer des conditions de fonatiement de notre génératepr
qui soient a la fois favorables a la formation desnposés phénoliques tout en limitant|les
teneurs en HAP puisque I'on retrouve des plansoféls trés ressemblants pour les dqux

familles chimiques.
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XI.10. Caractérisation globale du générateur de fum ée

Il'y a plusieurs facons envisageables de synthdgsalifférents résultats obtenus jusqu’a
présent pour tenter d’aboutir a une vision d’enderabune caractérisation aussi globale que
possible du générateur de fumée. Il est par exempgdsible de cumuler les données de
teneurs en phénols et en HAP pour réaliser uneysmaén composantes principales
normalisée.

Le fait de cumuler les deux jeux de données pourmi@me analyse implique
nécessairement que les composantes principalesruitess restitueront moins d’inerties que
celles qui ont été réalisées jusqu’'a présent. €gicd’autant plus vrai que nous avons fait le
choix de garder méme les variables chimiométrigquesse révelent peu discriminantes pour
nos fumées expérimentales. Les composantes F1 eeRimulent que 68% de linertie
totale des données, mais nous pouvons voir swugrtdecdes corrélations qu’elles définissent

un espace de représentation tout a fait intéreg¢Sabteau 52).

Tableau 52 : Caractéristiques des trois premiéresoenposantes principales de I'analyse réalisée sursle
teneurs en composés phénoliques et HAP dans les fgs

Cqmposantes =1 Fo £3
principales

Inertie propre (%) 4929 18,28 14,34 Cercle des corrélations F1 — F2
Inertie cumulée (%) 49,29 67,57 81,91

Coefficients de corrélation entre variables

actives et composantes principales \
Phénol 0736 0561 0094 — |
p+m-crésol 0,822 -0,413 -0,218
Guaiacol 0,864 -0,458 -0,060 ]
4-méthylguaiacol 0,903 -0,399 -0,108
4-éthylguaiacol 0,801 -0,524 0,041
4-vinylguaiacol 0,237 -0,103 0,897 T
Syringol 0,870 -0,410 -0,118 BOF+BI+BF c
Eugénol 0,780 -0,041 0,120 /
4-propylguaiacol 0,929 -0,336 -0,069 T / BghiP
(Z+E)isoeugénol 0,723 -0,079 0,300 g
P ‘  o/P
S TEQ

(Z+E)Isoeugénol

<

nylguaiacol
T Propylguaiacol
G/S 'Somme

Guaiacol thylguaiacol
\ Syringol

4 \}‘ p+m-gresol
Ethylguaiacol

Piénol

Coefficients de corrélation entre variables
illustratives et composantes principales

|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
: —e EUgENG|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
I
|

Somme 0,920 -0,381 -0,037
G/P 0,817 -0,037 -0,144 1 —— |
G/S -0,121 -0,260 0,225
TEQ 0,360 -0,076 0,416
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L’analyse en composantes principales donne iciiauspremier axe (F1) prépondérant
défini positivement par 'ensemble des variableStutie. Ceci reprend bien les similitudes
d’effets que nous avions pu constater entre les BABs composés phénoliques. Comme les
teneurs des fumées en ces deux types d’analytesgkmalement influencés de la méme
facon par les parametres expérimentaux, les fuméess en HAP sont également riches en
composés phénoliqgues. La deuxieme composante maieci(F2) présente un intérét
particulier puisqu’elle est définie positivement pes teneurs en HAP et négativement par les
teneurs en composés phénoliques.

Bien que la représentation graphigue semble montpee le TEQ est corrélé
principalement aux composés phénoliques, les @rsiiues de la composante F3 nous
montrent que celui-ci reste corrélé avec les bdnadnthenes et l'indénopyrene qui
définissent F3 (avec le 4-vinylguaiacol). Cette posante pourrait donc étre pertinente pour
représenter les fumées en fonction de leur toxietative, mais son étude détaillée et les
plans de projection qu’elle permet de construi@n(représentés) ne montrent pas de réelle

discrimination des fumées expérimentales explaabl

En plus des parametres expérimentaux, nous dispoges données de variables
expérimentales du pilote que nous pouvons tentartégdrer a cette caractérisation du
générateur. La projection a titre illustratif demiables expérimentales dans I'espace F1-F2
obtenu précédemment permet d’apprécier visuelledesntelations explicitées, notamment
entre températures de fumées et teneurs en an@fgese 80).

Au premier abord, il s’avere difficile de trouvemaicorrélation avec celles-ci puisque les
effets des parametres expérimentaux ne présententdjadéquation comparable a celle
rencontrée entre les résultats de composés phéasligt de HAP. En effet, alors que
I'essence de bois est le paramétre prépondérantigmteneurs en analytes, celle-ci est moins
importante que I’humidité du bois pour 'ensembés dionnées de bilan matiére (Figure 80).
Cependant, comme l'essence de bois détermine leséde de température il est possible
gu’elle soit un lien pertinent a prendre en com@emme nous l'avons déja souligné, les
différents observations suggérent qu’'une partie difiérences observées entre le bois de
chéne et le bois de hétre est liee aux difféeredeegempératures qu’ils induisent lors de la
friction de la blche. C’est ce qui justifierait gimn identifie 'essence de bois comme étant

le paramétre le plus déterminant, alors que lex dmsences choisies sont relativement
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proches (au sein de la diversité des bois dispesijlEt que I'on se serait attendu a ce que la
température de pyrolyse prédomine.

Dans ce cas |3, il serait possible de considér@ffqgutivement c’est la température de
pyrolyse qui est prédominante, non seulement pegivariables expérimentales, mais aussi
pour les teneurs en composés phénoligues et en HARiit que le bois de hétre fournisse
des fumées plus riche résulterait non seulemestid@mposition, mais aussi de la pyrolyse
plus intense qu’il induit lors des cycles d'appwe th blche. En I'absence de mesure
totalement fiable des températures de pyrolyseteiface de la blche et du générateur pour
confirmer cette hypothése, nous ne pouvons quadsnes les parametres « temps d’appui »
et « essence de bois » indépendamment, tout eargren compte leur interaction clairement

démontrée sur I'ensemble des résultats.
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Figure 80 : Projection des barycentres de classesdes variables expérimentales dans le plan factali F1-

F2 (données de teneurs en composés phénoligues &
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Résultats et Discussion - Premiére Partie

Le fait que les composantes principales restitueldtivement peu d’inertie rend par
ailleurs I'identification graphique des fumées <im@les » (relativement riches en composés
phénoliques et pauvres en HAP) partiellement hasael En effet, méme si 'espace F1-F2
est bien défini, il peut ne pas rendre compte deaices distances réelles entre plusieurs
échantillons.

Nous avons donc réalisé deux classifications ascegad hiérarchiques selon les teneurs
en composés phénoliques et en HAP. Celles-ci ptemetn effet d’identifier des groupes
d’individus en prenant en compte la totalité daf6rmation chimiométrique disponible, et
pas uniguement celle qui est restituée par le fdatoriel F1-F2. Les classifications sont
réalisées sur les données centrées et réduiteilieant la distance euclidienne au carré et le

critere de Ward. La troncature est effectuée autigo@ment au saut de classe le plus

* Fumées expérimentales
- - - - Partition automatique par classification ascendhaifearchique selon les teneurs HAP
- - - - Partition automatique par classification ascendhigearchique selon les teneurs en composés phéesli
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Figure 81 : Projection des 24 fumées expérimentalemns le plan factoriel F1-F2 (données de teneurs e
composés phénoligues et HAP)
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Cette approche ne permet pas en premiere approgimee discriminer les fumées
expérimentales plus précisément. Bien que les daartitions soient différentes, leur
représentation graphique (Figure 81) montre bieellgs sont homogenes et se recoupent
parfaitement. Ceci prouve bien que les fumées @xpétales sont sensiblement les mémes
du point de vue des composés phénoliques et des:HAPdistingue les fumées sur leur
« richesse » et leur « pauvreté », indifferemmentlasurs teneurs en composés phénoliques
ou en HAP.

Ces classifications reprennent globalement lesrebens déja réalisées au travers des
analyses précédentes mais permettent en plus deathsre en groupes de fumées bien
définis. Par exemple, I'existence du groupe H1Rawet P2) sur la droite du plan traduit bien
'importance prépondérante de I'essence de boisgpe n’y sont présentes que des fumées a
base de bois de hétre. Par ailleurs, la sépardiisnclasses P1 et P2 résulte de l'effet de
I'hnumidité du bois et nous permet d’identifier l&smées 5, 6, 11 et 12 comme étant
clairement les fumées les plus riches en compods. ¢’ensemble des observations est
donc bien confirmé puisque ces 4 fumeées sont ldesa avoir été produites avec du bois de
hétre sec avec un temps d’appui « long » (25 sedébndes).

C'est précisément cette séparation du groupe Hlgrenpes Pl et P2 qui s'avére
importante a nos yeux. En effet, pour ce qui est AP, ces fumées sont relativement
proches (regroupées dans la méme classe H1) altaleq sont séparées en deux groupes
(P1 et P2) selon leurs teneurs en composés phéaasli@onsidérant qu’'un déplacement vers
la droite du plan représente une augmentation toblas teneurs en HAP et composés
phénoliques, il existe un classement des group&snakées selon leur « richesse globale » :

H3<H2<P2<P1

Or, nous pouvons constater que seule le passageodpe P2 au groupe P1, entraine un
déplacement vertical dans le plan. Le déplacemeriaisant vers le bas, il témoigne d'une
augmentation plus déterminante en composés phéesligu’en HAP. Ainsi, le groupe P1 se
révele intéressant car méme s’il est celui ou lesékes sont les plus riches en HAP, c’est
aussi le groupe ou le poids des composés phénslegtde plus fort par rapport a celui des
HAP. Les fumées obtenues dans ces conditions avéwoid de hétre sec pyrolysé avec des
longs temps d’appui seraient donc plus porteusesidlé, mais cette toxicité potentielle
pourrait étre contrebalancée par la forte teneucamposés phénolique. En effet, la fumée
étant potentiellement plus aromatisante, elle @iurpermettre de réduire la durée

d’exposition du produit lors du fumage et donclsarge finale en HAP.

206



Résultats et Discussion - Premiére Partie

XIll. Conclusions - Premiére partie

L'utilisation de la précipitation électrostatiquen ecouplage avec les analyses
chromatographiques a permis la caractérisation fdeses alimentaires produites par le
générateur industriel étudié.

D’un point de vue analytique, la GCxGC permet upaap significatif au dosage des
composeés phénoliques principalement grace a sabdi@slégerement plus élevée. Par
ailleurs, il est possible de tirer parti de sonspirand pouvoir résolutif pour la séparation
sélective de certains HAP. Cependant, en dépiegagantages comparativement a la GC, ce
n'est pas la technique la mieux adaptée a notmeédtti nos objectifs. En effet, les résultats
apportés par la GC permettent une meilleure carsat®n du mode de fonctionnement du
générateur de fumée et un traitement analysesgids Ceci est en grande partie dd a la
meilleure maitrise du traitement du signal et ulus faible variabilité de réponse.

C’est donc a l'aide de la GC qu’ont été établis liess clairs entre la composition de la
fumée et ses conditions de génération. C’est eticpker la matiére premiére utilisée qui a
un réle prépondérant. L'utilisation de bois de d&tec entraine une augmentation globale des
teneurs en HAP et composés phénoliques, de mémkeaggenentation du temps de friction
des blches sur le rotor.

Cependant, a I'issue de cette étude, une inceetipgfsiste quant au mode d’action de
I'essence de bois. Bien que les études antérignoegrent que la différence de composition
chimique des bois utilisés peut expliquer les dififices de génération de composeés étudiés,
certains de nos résultats nuancent cette concludisemblerait en effet que la densité des
bldches puisse aussi étre une raison des effetesderhce de bois : le bois de hétre serait en
réalité pyrolysé a une température plus élevéecglue de chéne.

L’objectif de caractérisation du générateur de fanmglustriel a friction a ainsi été rempli
dans les limites fixées par la complexité de sarctionnement et I'imprécision de certains
outils de mesure utilisées. Il semble a présent lgumesure précise des températures de
pyrolyses a l'interface rotor/blche est I'enjeuitapour une meilleure compréhension de ce
type de générateur et incidemment pour une medleoaitrise des fumées qu’il permet de
produire. Il ne sera cependant peut-étre pas ges$#itteindre une détermination parfaite des
phénomenes sous-jacents par I'étude de génératmlissa taille industrielle. Une meilleure
maitrise de I'ensemble des paramétres opératiomnteetgenération des fumées pourrait alors
passer par l'utilisation de pilotes mieux contr@ésstrumenté spécifiquement pour ce genre
d’études.
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Résultats et Discussion - Seconde Partie

XIIl. Influence de la composition du produit sur le

processus de fumage réel

XIIl.1. Composés phénoliques déposés au cours du fu  mage

L’analyse des composés phénoliques déposés sumagies au cours du fumage a été
réalisée en paralléle par SPME de I'espace desté@iar extraction-distillation simultanée des
échantillons. Seuls les résultas obtenus graceosageé par extraction-distillation simultanée
seront présentés ici, car les analyses par SPMparntis d’obtenir globalement les mémes
résultats mais pour un nombre moins important deposés phénoliques. Comme par
ailleurs ces résultats ne sont que semi-quansifails n’apportent pas dinformation
supplémentaire.

Les teneurs en composés phénoliques des matricdslesdumées sont reportées dans le
Tableau 54. Les constituants utilisés pour la tahion des matrices n’étant pas initialement
significativement contaminés en phénols (aucuncdesposés phénoliques cibles n'a pu étre
détecté dans les extraits d’huile ou de pulpe d&span), ce sont ces résultats « bruts » qui ont
été analysés et interprétes.

Par ailleurs, afin de tenter de mettre en évidateliens entre le dépbt des composeés
phénoliques et leur teneur dans la fumée, lestedsudnt aussi été analysés en comparaison
avec la composition de la fumée utilisée (déterminé chapitre précédent, fumée P12,
Tableau 53). Ces analyses n'ont cependant pas pédrétablir des relations probantes, ils ne

seront pas présentés spécifiguement.

Tableau 53 : Composition de la fumée utilisée en swosés phénoliques

Mg/g de fumée % sur total
Phénol 248,52 2,72
o-crésol * =~ 30,00 =~ 0,33
p+m-crésol 60,34 0,66
Guaiacol 1402,35 15,32
4-méthylguaiacol 1563,94 17,09
5-éthylguaiacol 468,53 5,12
4-vinylguaiacol 14,80 0,16
Syringol 4246,76 46,40
Eugénol 621,54 6,79
4-propylguaiiacol 150,49 1,64
(Z+E)isoeugénol 374,81 4,10
Somme 9152,10 100,00

* valeurs estimées avec les données de GCxGC-TOFMS
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Tableau 54 : Teneurs en composés phénoliques defiélientes matrices modéles fumées

c
s 232 RN - s | £
g 2 3 — © RS & S )
sl 5 ¢ 2 8§ 2 - > < [ > ®
5le 23 2|l 5| @ | ¢ S > | 2| & B S S | 3 ®
2l & 2 2] ¢ 2 ? 8 z 2 = 2 & S o =
s|¢ 25 Ele |5 | E| 8| € | 8| 5| 5| 2|35 % £
£l3d 23 3l & | & &1 & < < & %) i < N A
MOL [30 C 5 0 |14,61] 250 | 2,63 | 49,05 | 41,33 | 8,64 | 36,38 | 15,72 | 24,85 | 3,27 | 46,61 | 245,59
MO2 |30 C 10 0 |18,15| 2,71 | 3,37 | 59,21 | 50,28 | 10,44 | 39,92 | 8,57 | 28,06 | 6,03 | 48,70 | 275,44
MO3 |30 0 0 10| 7,24 | 3,74 | 3,06 | 48,86 | 37,38 | 8,20 | 27,36 | 19,30 | 21,54 | 3,50 | 37,00 | 217,09
MO4 |30 0 0 20|13,65| 2,20 | 1,62 | 58,42 | 46,64 | 8,78 | 19,83 | 8,13 | 2527 | 3,19 | 42,06 | 229,78
MO5 |30 B 5 20|14,97| 2,61 | 2,04 | 55,64 | 47,36 | 9,79 | 37,21 | 11,25 | 26,92 | 4,01 | 47,18 | 258,98
MO6 |30 B 10 10| 2,12 | 2,90 | 2,14 | 63,35 | 58,63 | 12,00| 36,62 | 5,60 | 30,14 | 4,61 | 33,12 | 251,21
MO7 |30 B 10 0| 3,33 | 3,65 | 245 | 7661 | 73,79 |15,11| 40,23 | 6,13 | 38,81 | 7,22 | 50,66 | 318,02
MO8 |30 0 0 20|17,24| 3,59 | 3,70 | 54,04 | 42,50 | 7,46 | 27,07 | 23,37 | 23,65 | 3,48 | 42,79 | 248,88
MO9 |30 0 0 0|1374| 226|211 | 4879 | 39,97 | 8,62 | 19,41 | 6,80 | 23,14 | 2,87 | 44,50 | 212,20
M10 |30 A 5 10|12.86/| 2,84 | 2,14 | 62,52 | 55,40 |11,22| 43,91 | 7,81 | 31,60 | 5,45 | 56,09 | 291,85
M1l |30 A 10 20|14,93| 3,15 | 2,26 | 71,08 | 60,26 | 13,30 | 41,65 | 11,50 | 34,49 | 8,17 | 57,82 | 318,60
M12 |30 0 0 0 |17,76| 3,97 | 3,73 | 53,34 | 40,88 | 8,56 | 21,96 | 18,71 | 23,36 | 3,05 | 42,38 | 237,71
Mi3a| 60 C 5 10|38,29(10,29| 8,23 |164,90 | 144,72 |33,66 | 58,85 | 62,93 | 80,35 | 14,90 | 144,91 | 762,02
M13b| 60 C 5 10|33,32(10,90| 6,46 |165,26 |143,15|27,39| 55,02 | 50,33 | 74,71 |13,01|130,11| 709,66
M13c| 60 C 5 10|28,30| 5,50 | 5,08 |130,18 | 111,26 | 22,54 | 58,73 | 32,09 | 63,49 | 9,84 | 108,52 | 575,53
M14 | 60 C 10 20|24,49| 6,65 | 5,48 | 166,36 | 141,87 | 26,49 | 52,00 | 9,25 | 70,46 | 13,17 | 88,09 | 604,30
M15 | 60 O O O |21,71| 4,98 | 4,28 | 86,17 | 67,18 | 11,98 | 22,66 | 34,75 | 35,91 | 548 | 58,32 | 353,42
M16 | 60 B 5 0 |27,34| 590 | 4,90 |132,54|115,78|22,42 | 28,66 | 24,73 | 67,97 | 10,44 | 106,21 | 546,90
M17 | 60 B 10 0 |27,26| 7,13 | 4,94 |161,96 |152,79|29,27 | 54,42 | 17,68 | 81,78 |14,79|109,13| 661,15
M18 |60 0 0 10|23.40| 4,12 | 3,12 |103,67 | 77,87 | 13,28 | 13,11 | 17,39 | 42,09 | 5,39 | 55,53 | 358,97
M19 | 60 O O 20|21,98| 527 | 4,31 [127,29| 93,97 | 16,46 | 14,62 | 20,40 | 51,38 | 7,41 | 65,54 | 428,64
M20 | 60 A 5 20|27,37| 6,74 | 4,59 127,26 |107,34|25,35| 44,72 | 42,80 | 61,62 | 11,37 | 101,29 | 560,45
M21 | 60 A 10 10|19,18| 5,40 | 4,12 133,30 |120,31|23,99 | 59,62 | 27,23 | 69,25 | 12,94 | 126,77 | 602,11
M22 |60 0 O 0 |2301| 6,06 | 3,25 |108,93| 98,95 | 14,64 | 23,63 | 15,72 | 44,90 | 6,43 | 87,41 | 432,94
M23 |120 C 5 20|64,06|20,75|12,03 (312,80 | 274,51 | 46,41 | 68,56 | 64,40 | 126,11 |24,88 | 198,57 | 1213,09
M24 |120 C 10 10|55,95|13,62|11,38 313,16 | 292,93 | 58,86 | 97,60 | 150,28 | 115,93 | 30,12 | 218,33 | 1358,17
M25 |120 C 10 0 |57,32|13,73|14,05 | 254,58 | 227,58 | 41,63 | 105,52 | 100,51 | 102,68 | 28,15 | 188,70 | 1134,45
M26 |[120 0 0 20|34,16| 8,36 | 6,22 |208,93 | 155,82 | 25,81 | 21,30 | 40,49 | 82,46 | 11,04 |121,06| 715,65
M27 |120 0 0 0 |47,71(11,69| 6,68 210,58 |159,18|26,67 | 13,25 | 54,83 | 79,50 | 11,33 | 147,14 | 768,57
M28 |120 B 5 10|35,73|13,52| 6,43 |228,27|205,73|39,60 | 52,48 | 28,79 | 111,62 |19,64 | 179,38 | 921,28
M29 |120 B 5 0 |44,55|15,13| 9,47 |262,02|228,29 | 41,56 | 58,66 |124,13|107,9119,75 | 189,80 | 1101,27
M30 |120 B 10 20|49,73|11,36| 9,19 |275,03 | 245,37 | 57,26 | 101,25 | 104,87 | 115,52 | 24,58 | 209,79 | 1203,94
M31 [120 0 0 10|30,41| 7,27 | 5,54 |193,48 |147,21|24,97| 17,18 | 41,87 | 80,10 | 10,72 | 128,86 | 687,60
M32 |[120 0 0 0 |30,28| 9,10 | 8,19 |152,86|118,67|19,76| 24,89 | 51,33 | 59,57 | 9,55 | 105,50 | 589,69
M33 |120 A 5 0 |4568(17,35| 8,99 |221,87|191,88|39,43 | 52,40 | 94,87 | 86,46 | 17,79 175,32 | 952,06
M34 |120 A 10 0 |25,88| 9,97 | 5,06 |192,22 |148,06 | 23,52 | 17,27 | 11,25 | 78,99 |10,72|103,93 | 626,87
M35 |120 0 0 10|46,54|16,59| 8,77 | 286,71 |257,57 | 49,77 | 75,85 | 27,53 | 135,40 26,68 | 216,52 | 1147,93
M36 |120 0 0 20|48,92|12,50| 9,11 |230,37|173,31|33,85| 21,19 |102,69| 69,89 | 10,93 | 156,61 | 869,36

- Les concentrations sont exprimées en pg d’'analytes déposés sur la matrice
- Les analytes qui ne sont quantifiés dans aucun échantillon ne sont pas présentés
- Huiles utilisées : A - Chimere ; B - Arachide ; C - Saumon
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Tableau 55 : Résultats d’analyse de la variance éést de comparaison multiple LSD réalisés sur les
teneurs en composés phénoligues dans les matricemes

Durée de fumage (min) Huile utilisée Fau
ANOVA LSD ANOVA LSD ANOVA
33 32 | o o = g |ei
zZo zo < (@) 74 ) zZo
, 44,06 e
Phénol < 0,0001 26,3 0,038 2651 | 2432 | 2563 0,732
12,54
12,92
o-crésol < 0,0001 6,58 0,245 0,854
3,01
p-crésol 8,65 7,63
m-c:ésol < 0,0001 26 9 LR 4,91 4,53 52 0,192
238,78 156,93 | 179,5
Guaiacol < 0,0001 133,99 0,002 134,71 | 156,93 0,282
58,41 1315 134,71
201,87 140,97 | 158,63
4-méthylguaiacol | < 0,0001 114,6 0,001 113,87 | 140,97 0,523
49,53 103,8 113,87
37,8 28,39 | 30,67
4-éthylguaiacol | < 0,0001 22,29 0,002 22,8 28,39 0,494
10,18 18,59 22,8
51,19 = 63,62
4-vinylguaiacol 0,001 40,5 : 51,96 | 0,0001 43,26 i 51,19 0,297
32,63 @ 40,5 24,22
syingol | <0,0001 L2711 0,292 0,772
11,91 | 29,61
96,58 72,58 @ 76,3
Eugénol < 0,0001 61,99 0,002 60,4 | 7258 0,604
27,65 5321 i 60,4
18,28 13,13 | 15,93
4-propylguaiacol | < 0,0001 10,43 0,001 11,07 | 13,13 0,694
4,57 8,07 11,07
167,11 103,54 | 115,66 @ 130,28
socmanol | <0.0001 98,49 0,011 0,852
45,74 90,08 103,54
949,28 657,84 764,25
Somme < 0,0001 549,67 0,001 558,66 | 657,84 0,854
258,78 499,9 | 558,66

- Les niveaux de significativité témoignant d’un effet significatif au risque 5% est signalée en gras

- Les tests LSD ne sont réalisés que si I'effet associé est significatif

- Les valeurs reportées pour les niveaux du test LSD sont les moyennes par modalité de facteur (en pg déposés )

- Les moyennes sur une méme ligne ne sont pas significativement différentes au risque 5%

- Les moyennes pour chaque huile sont calculées sur les matrices contenant 5 et 10 mL, les résultats pour ces deux niveaux
n’étant jamais significativement différents au risque 5%
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XIIl.1.1. Effets technologiques et de formulation d  u produit

Un ensemble d’analyse de la variance et de testoagaraison multiple (LSD) a été
réalisé sur les teneurs en composés phénoliqudésnetion du temps de fumage et de la
composition des matrices. Aucune interaction deefacsignificative n'ayant été identifiée,
seuls les effets principaux des facteurs expérimenftemps de fumage, ajout d’eau et ajout
d’huile) seront présentés (Tableau 55).

XIlI.1.1.1. Durée du fumage

Le temps de fumage se révele étre le facteur ls pikterminant. C'est le seul qui
influence I'ensemble des composés phénoliques @éres et c’est celui qui fait varier les
guantités de composés phénoliques déposés avduaslayfande amplitude. Comme cela a
déja pu étre montré par de nombreux auteurs, kspdemiers temps du fumage la quantité
en composeés phénoliques déposés sur les prodteeate linéairement avec le temps
(Luten, J.B. et al., 1979).

Tableau 56 : Taux d’enrichissement linéaire_en angtes selon le temps de fumage et données physico-
chimiques des composés phénoligues

Masse pression de vapeur

(uze/nr;ei n) R2 molaire L?G%P L?t?)P saturar]te (@
(g / mol) (mmHg & 25C)
Phénol 0,34 0,99 94 1,54 1,50 ** 0,614
o-crésol 0,11 1,00 108 1,96 1,98 ** 0,379
p-crésol 1,94 1,97 ** 0,207
m-crésol 0.07 1,00 108 204 198+ 0,207
Guaiacol 1,97 0,99 124 1,34 1,18+0,22 * 0,179
4-méthylguaiacol 1,66 0,99 138 1,65 1,64+0,22* 0,0783
4-éthylguaiacol 0,30 0,99 152 2,47 - 0,0173
4-vinylguaracol 0,21 0,99 150 1,93 1,92+0,22 * 0,0188
Syringol 0,66 1,00 154 0,77 - 0,0059
Eugénol 0,74 0,97 164 2,22  2,20+0,23 * 0,0104
4-propylguaiacol 0,15 0,99 166 2,71 2,700,222 * 0,011
(Z+E)isoeugénol 1,32 0,99 164 2,45 - 0,0052
Somme 7,53 0,99 - - - -

LogP - expression de I'hnydrophobie par le logarithme du coefficient de partage n-octanol/eau
(a) valeurs estimées par le logiciel ACD-Lab
(b) valeurs issues de la bibliographie (*Karbowiak, T. et al., 2010 ; **Sangster, J., 1989)
Les difféerences de pentes de régression linéaiablédu 56) nous montrent que les
composeés phénoliques considérés ne se déposembyszas la méme vitesse au cours du

fumage. Ceci ne s’explique pas par les difféerertabondance dans la fumée (déterminée
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par analyse directe au chapitre précédent). L'eXenepplus flagrant est celui du syringol :
alors qu'’il est 3 fois plus concentré que le gualigans la fumée, il se dépose 3 fois moins
vite. Ceci est donc une preuve indirecte de celesi€@omposés phénoliques ne passent pas
uniquement dans le produit par un dépot de paeticde fumées, comme déja montré par
plusieurs auteurs (Foster, W.W. & Simpson, T.H1)9Si c’était effectivement le cas, alors
les écarts de vitesse de dépdt correspondraierdaaris de concentration dans la fumée.

Cette observation est confirmée par les pressienspeur saturante : le syringol possede
une pression de vapeur saturante basse, comparéeadu guaiacol. Sa faible volatilité
serait donc bien I'explication de son dép6t moiapide : lors du fumage il est moins
abondant dans la phase gazeuse de la fumée.

Cependant, I'exemple de l'isoeugénol prouve biea ggs phénomenes ne sont pas aussi
simples. Alors qu’il est moins abondant que lersyoi dans la fumée, et encore moins volatil
que lui, il se dépose dans les matrices presque fd&iplus rapidement. Il est donc évident
gue ce n'est pas uniguement I'étape de relargagecdmposés a I'état gazeux qui est

déterminante, mais également celle de leur adsorptir le produit.

Notre échelle d’étude n’est pas adaptée a I'élticidale ces phénoménes complexe. Ceci
nécessiterait la prise en compte d’équilibres dygaes entre des phases physiquement et
chimiquement tres différentes : particules de gonslirde fumées liquides, phase gazeuse de
la fumée, phase aqueuse des matrices et phase dessmatrices. Extrapoler les phénomeénes
mis en jeu a partir de nos informations serait aaum hasardeux. Néanmoins, il reste
intéressant de constater que les composés quipsseald le plus rapidement semblent étre
plutbt les composés abondants dans la fumée, eslgpression de vapeur saturante élevee)
et hydrophobes (LogP éleve). Ceci indiquerait cudraction lipidique des matrices est

potentiellement déterminante pour le passage depases phénoliques vers celles-ci.

XIlI.1.1.2. Présence d’huile dans les produits

L’ajout d’huile dans la formulation des matricegwaun effet significatif pour la plupart
des composés phénoliques (niveau de significatstit@érieur a 5% pour I'o-crésol et le
syringol) : les quantités de composés phénoligeépests sont plus élevées dans les matrices
contenant de 'huile. Par ailleurs, les tests damaraison multiple montrent qu’il n'y a pas
d’effet de la quantité d’huile ajoutée : quelle gt I'huile considérée, les quantités de
phénols déposées pendant le fumage sont les mé&mesia ajout de 5 et 10 g pour 45 g de

pulpe de poisson.
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Du point de vue technologique, ce résultat est mapd puisqu’il montre que le processus
de fumage n’est pas le méme pour un produit seas-gt pour un produit maigre. Sur les
durées de fumage que nous avons étudiées, cecispetraduire par une adsorption en
composeés phénoliques plus rapide. Par exemple lgoguaiacol : 'augmentation de la
concentration moyenne par ajout d’huile de saumormrespond a l'augmentation de
concentration moyenne due a un temps de fumage3 dairutes environ. |l peut donc se
révéler utile d’adapter le process industriel dmdge au produit traité, au moins pour des
temps de fumage faibles.

Ces résultats concernant la phase grasse du prechiiten accord avec les résultats
obtenus par d’autres auteurs qui ont identifié s grand dépbét de composés phénoliques
dans des produits plus gras (Rusz, J. & Miler, KLB1977). Cependant, nos observations ne
concordent pas avec I'explication alors apportéecpa auteurs : selon eux, la phase grasse
augmenterait le dépdt des composés phénoliqueaugmentant le dépdt des particules de
fumée a la surface du produit. Or, de méme que Ui a été vu avec le temps de fumage,
les écarts de comportement des différents compgue&®liques ne semblent pas pouvoir étre
reliés a leurs abondances respectives dans la fube®e montre bien qu’ils ne passent pas
uniquement dans la matrice alimentaire conjointenfem étant piégés dans les particules de
fumées), mais individuellement, certainemeiatla phase gazeuse. L'exemple le plus parlant
reste ici aussi celui du syringol qui est majoré¢adans la fumée utilisée, mais qui n’a pas été
capté en plus grand proportion dans des matriceteigcant de I'huile. Bien que le lien ne soit
pas parfaitement établi, les propriétés indivicegeltle volatilité et d’hydrophobie semblent
étre déterminantes. Elles justifient notammentai¢ due le syringol (dont le logP le plus
faible de tous) ne réagisse pas a I'ajout d’huglesdles produits.

Il est par ailleurs important de constater que détrentes huiles testées (arachide,
chimeéere et saumon) n'ont pas engendré les mémesemigtions de dépdt en composés
phénoliques. Bien que les effets considérés indalldment varient d’un analyte a l'autre
(Tableau 55), il est possible de classer globalémesrhuiles selon une « capacité de piégeage
des composés phénoliques » croissante : sauma@acthide > chimere.

En partant de la composition des huiles utilisédesst difficile de relier clairement cette
différence d’influence des huiles a leurs teneespectives en acides gras. Il est cependant
envisageable que les acides gras polyinsaturés @enimportance particuliére puisque les
huiles de saumon et d’arachide qui piegent le mieexcomposés étudiés contiennent plus
d’acides gras polyinsaturés. Ces deux huiles gengligent par ailleurs entre elles sur leurs

teneurs respectives en AGH3 (saumon>arachide) et AGBb (arachide>saumon) et par la
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longueur de chaine de leurs AGPI. En effet, I'hnidke saumon contient des proportions
d’AGPI C20-C22 plus élevées que I'huile d’arachige est surtout riche en C18.

Les insaturations présentes sur les AG diminuant [@int de fusion, il est donc
envisageable que la fluidité relative des huilelisaes joue un rble dans les phénomenes de
captation des composés phénoliques. C’est en martigi expliquerait que pour ces résultats
I'huile de chimere ait la capacité de piégeagells peduit : elle est I'huile qui contient la
plus grande proportion d’AGS et AGMI.

Bien gu’il ne soit pas nettement relié a la compasides constituants utilisés, ce résultat
reste néanmoins important. Il indique que plusiguosluits « gras » ou « semi-gras » peuvent
induire des processus de fumage difféerents seloqukdité de leur matiére grasse. Des
informations de ce type pourraient aussi a termmenptre d’adapter I'étape de fumage au

produit considéré.

XII.1.1.3. Ajout d’eau a la formulation des matric  es

Les résultats d’analyse de la variance montrentigae ajoutée lors de la formulation
des matrices n'a pas eu d'effet qualitatif ou gitatit sur le dépbt des composés phénoliques
lors du fumage (Tableau 55, p.213). Quelle queladiuantité d’eau ajouté aux matrices (0O,
20 et 40 g pour 45 g de pulpe de poisson), lestdéarde composés phénoliques déposees
lors du fumage sont identiques.

Ce résultat ne supporte donc pas directement Esnaditions antérieures mettant en avant
le role de 'eau du produit. Il est cependant inigotr de dire que méme si ces résultats
divergent, ils ne sont pas nécessairement contoiidis. En considérant la composition
globale de nos matrices, les teneurs en eau réalleshues (de 65 a 84%, calculées en
prenant en compte I'eau apportée par la pulpe ths@) ne représentent peut-étre pas une
gamme assez étendue pour pouvoir engendrer dedredifes de piégeage. Il n’était
cependant pas techniquement possible d’étendre mamme d’étude (principalement en
raison des problemes de stabilité des matriceoars ae I'expérience). Mais il reste tout de
méme envisageable que de plus importantes vargatienteneur en eau dans le produit

puissent modifier le dépot des composés phénoliques

De maniere générale, les résultats concernant daepce d’huiles et d’eau dans les
matrices permettent de remettre en perspectivedeslusions d'études antérieures. Pour

certains travaux relatifs au processus de fumagst teau qui a été utilisée comme milieu
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modele pour piéger les composés de fumage (FOS®Y,. & Simpson, T.H., 1961 ; Foster,

W.W. et al., 1961). Les résultats obtenus seralent potentiellement a relativiser puisque

nos resultats semblent indiquer que la modélisadanfumage en milieux aqueux soit

imprécise, étant donné qu’elle ne prend pas en titeplle ici évident d’'une part lipidique

dans le produit.

Lors des premiers temps du fumage, I'enrichissem@igbmposés phénoliques est linéairg.

La composition de la matrice influence le processlisnrichissement en compogés

phénoliques lors du fumage industriel : les prosldbntenant de I'huile captent mieux |es

composes phénoliques. Les huiles de saumon serabt@ntn meilleur effet de captation.

Les teneurs en eau testées n'ont pas influencéfisafivement le dépdt des compogés

phénoliques.

XI1.2.1. Contamination initiale des échantillons e

dans les matrices

XIlII.2. HAP déposés au cours du fumage

t teneur

Le dosage des HAP dans les différents constituaets matrices a montré une

contamination initiale non négligeable, en part@udie I'huile de saumon (Tableau 57).

Tableau 57 : Contamination initiale en HAP des coniguants des matrices modele
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Pulpe de Huile Huile de  Huile de

poisson d'arachide chimére saumon
Phénanthréne N.Q. N.Q. N.Q. 10,98
Anthracéne N.Q. N.Q. N.Q. 1,36
Fluoranthéne 0,49 N.Q. N.Q. 6,85
Pyréne 4,71 N.Q. 0,49 3,42
Benz[a]anthracéne N.Q. 0,03 0,02 2,53
Cyclopentalc;d]pyrene N.Q. 0,03 0,08 0,05
Chrysene 0,04 0,08 0,05 3,34
Benzolk]fluoranthéne N.Q. N.Q. 0,03 1,16
BenzoljJfluoranthene N.Q. N.Q. 0,04 1,17
Benzo[a]pyrene 0,02 N.Q. 0,09 1,85
Indéno[1,2,3-c,d]pyréne N.Q. 0,01 0,07 1,50
Dibenz[a,h]anthracéne N.Q. N.Q. 0,02 0,41
Benzo[g,h,i]peryléne 0,01 N.Q. 0,38 1,29
Dibenzo[a,e]pyréne N.Q. N.Q. N.Q. 0,38
Dibenzo[a,i]pyréne N.Q. N.Q. N.Q. 0,30

- Les teneurs sont exprimées en ug/g de constituant
- N.Q. concentration est inférieure a la limite de quantification
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Tableau 58 : Quantités de HAP déposés dans les matrs au cours du fumage

2

= ] ] ‘D
S IR Tl E| 5| 8| s |™

s|5 82 8| ¢ |3 Sl .| 22288

Sl s 22| 8| 5| 2| T8 |5 |F|5|%8]|¢

8 g % 3 & o ic a @ O M M M oM =
MO1 |30 C 5 O | 53,62 [52,36|236,98| N.Q. | N.Q. | N.Q. | N.Q. | N.Q. | N.Q. | N.Q. | 0,52
M02 |30 C 10 0 |105,65|38,58|288,23| N.Q. | N.Q. | NQ. | N.Q. | N.Q. | NOQ. | NQ. | 0,39
MO3 |30 0 O 10] 7,69 | 4,44 | 27,22 | N.Q. | 0,30 | N.Q. | N.Q. | N.Q. | 0,52 | 0,33 0,60
MO4 |30 0O O 20| 36,26 | 4,81 | 41,58 | N.Q. | 0,43 | 0,23 | 0,48 | 0,31 | 1,06 | 0,79 1,30
MO5 |30 B 5 20| 50,43 |30,40(120,66| 2,09 | 2,98 | 1,34 | 1,02 | 0,92 | 1,98 | 1,04 2,95
MO6 |30 B 10 10| 94,86 [50,29|277,11| 0,97 | 1,60 | 0,19 | N.Q. | N.Q. | 1,32 | 0,77 2,03
MO7 |30 B 10 O | 74,69 |29,54|117,82| N.Q. | 1,13 | N.Q. | N.Q. | N.Q. | 0,90 | N.Q. 1,21
MO8 |30 O O 20| 21,19 | 3,18 | 5,84 N.Q. | 0,29 | N.Q. | 0,26 | N.Q. | 0,47 | 0,20 0,55
M09 |30 O O O N.Q. 1,77 6,60 N.Q. | 0,26 | N.Q. | N.Q. | N.Q. | 0,55 | 0,32 0,60
M10 |30 A 5 10| 87,73 |17,15|105,60| N.Q. | 1,35 | N.Q. | 0,39 | 0,29 | 0,84 | N.Q. 1,09
M11 |30 A 10 20] 30,59 [19,39| 75,15 | N.Q. | 1,03 | 0,31 | 0,85 | 0,77 | 1,01 | N.Q. 1,41
M12 |30 O O O ] 3533 | NQ.| N.Q. | NQ. | 0,06 | N.Q. [ N.Q. | N.Q. | 0,85 | N.Q. 0,85
M13a|60 C 5 10| N.Q. | 4,35 | 43,36 | 0,96 | N.Q. | 0,56 | N.Q. | 1,07 | 1,35 | N.Q. 1,65
M13b|e0 C 5 10| 1,52 | 6,00 | 53,37 | 0,84 | 290 | 0,18 | 0,36 | 0,69 | 1,56 | 0,65 1,92
M13c |60 C 5 10| 6,61 1,04 | 22,44 | N.Q. | 1,26 | N.Q. | 0,93 | 0,19 | 2,47 | 0,46 2,65
M14 |60 C 10 20] N.Q. | N.Q. | 29,23 | 0,74 | N.Q. | N.Q. [ NQ. | 1,37 | 1,67 | 0,13 1,90
M15 |60 O O O | 70,77 [14,551| 32,82 | N.Q. | 2,74 | 0,71 | N.Q. | N.Q. | 0,83 | N.Q. 1,08
M16 |60 B 5 O | 53,40 |20,90| 20,43 | N.Q. | 1,29 | N.Q. | N.Q. | 0,51 | N.Q. | N.Q. 0,27
M17 |60 B 10 O | 31,91 [16,17| 71,31 | 1,54 | 1,27 | N.Q. | N.Q. | N.Q. | 1,22 | N.Q. | 1,54
M18 |60 O O 10] N.Q. [ NNQ. | N.Q. | NQ. | 0,29 | N.Q. [ N.Q. | 0,28 | 0,51 | 0,88 0,63
M19 |60 O O 20| 3,36 | N.Q. | N.Q. 150 | 093 | 0,70 | 0,73 | 0,80 | 1,52 | 0,87 1,98
M20 |60 A 5 20] N.Q. | 4,05 | 3044 | 1,39 | 2,78 | 0,50 | 0,53 | 0,54 | 0,88 | N.Q. 1,24
M21 |60 A 10 10| 32,91 |22,29| 80,74 | 205 | 2,98 | 0,38 | 0,90 | 0,99 | 1,04 | 0,86 1,81
M22 |60 0 0 0| NOQ. |NQ. | NQ. | NOQ. [ NQ. | NQ. | NQ. | NQ. | NQ. | NQ. | 0,00
M23 |120 ¢ 5 20| N.Q. | N.Q. | 22,76 | N.Q. | N.Q. | NQ. | N.O. | N.Q. | N.Q. | N.Q. | 0,00
M24 |120 ¢ 10 10| N.Q. | N.Q. | 39,91 | N.Q. | NQ. | NQ. | N.Q. | N.Q. | NQ. | NQ. | 0,00
M25 120 C 10 O N.Q. | N.Q. | 41,04 | 1,90 | N.Q. | N.Q. | 0,33 | 0,27 | 1,10 | N.Q. 1,35
M26 120 0 O 20| 3,46 | N.Q. | N.Q. 108 | 169 | 0,26 | 057 | 0,35 | 1,05 | 0,57 1,35
M27 1120 0 O O | 22,39 | NQ. | N.Q. | NQ. | 0,61 | N.Q. | N.Q. | N.Q. | 0,70 | N.Q. 0,71
M28 120 B 5 10] 8,62 [11,18| 31,50 | N.Q. | 1,94 | N.Q. | N.Q. | N.Q. | 1,37 | N.Q. 1,50
M29 |120 B 5 O N.Q. |11,49| 60,05 | 1,33 | 3,46 | 1,86 | 1,30 | 1,20 | 2,31 | 1,78 3,21
M30 |120 B 10 20| 8,66 |20,26| 92,45 | N.Q. | 2,40 | N.Q. | N.Q. | 0,86 | 1,55 | N.Q. 1,87
M31 |120 0 0 10| 16,56 | N.Q. | N.Q. | 0,65 | 0,44 | NQ. | N.Q. | N.Q. | 1,01 | NQ. | 1,08
M32 |120 0 0 0| NOQ. |NQ. | NQ. | NOQ. | 0,46 | NQ. | N.Q. | N.Q. | 0,59 | N.Q. | 0,60
M33 [120 A 5 0 | 48,23 [15,09]127,17| 0,97 | 1,98 | N.Q. | N.Q. | N.Q. | 1,05 | N.O. | 1,32
M34 |120 A 10 O | 80,51 |29,27(191,32| 1,64 | 497 | 050 | 0,46 | 0,36 | 1,24 | 0,70 1,95
M35 |120 O O 10| 47,28 | 3,24 | 16,03 | N.Q. | N.Q. | N.Q. | N.Q. | N.Q. | 0,67 | N.Q. 0,70
M36 |120 0 O 20| 20,24 | N.Q. | 10,54 | N.Q. | N.Q. | N.Q. | 0,38 | N.Q. | 0,61 | 0,49 0,69

- Les concentrations sont exprimées en pg d'analytes déposés sur la matrice

- Les valeurs sont corrigées pour éliminer la contribution de la contamination initiale des huiles et de la pulpe
- N.Q. composé dont la concentration est inférieure a sa limite de quantification

- Les analytes qui n'ont été quantifiés dans aucun échantillon ne sont pas présentés

- Huiles utilisées : A - Chimere ; B - Arachide ; C - Saumon
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Afin de ne pas biaiser les résultats de nos amslysg données brutes de quantification de
HAP dans les matrices ont été corrigées en reteamicux teneurs en HAP obtenues la part
imputable a la pulpe et a I'huile utilisées pourrfguer chaque matrice. Ce sont ces résultats

qui sont présentés dans le Tableau 58 (p.219).

De méme que pour les composés phénoliques, les ataivpns avec la fumée
expérimentale (Tableau 59) ne seront pas présespéesfiquement car elles n’apportent pas
une meilleure compréhension des phénomeénes misueniljne semble pas y avoir de lien

direct entre la composition de la fumée en HAR @tdpot de ceux-ci sur les matrices fumées.

Tableau 59 : Composition en HAP de la fumée utilis

pg/g de fumée % sur total

Fluoranthéne 8,87 43,96
Pyréne 5,79 28,67
Benz[a]anthracene 0,46 2,29
Cyclopentalc;d]pyréne 0,95 4,70
Chrysene 0,85 4,22
Benzol[b/j/k]fluoranthéne 0,69 3,40
Benzo[a]pyréne 1,45 7,20
Indéno[1,2,3-c,d]pyréne 0,38 1,91
Benzo[g,h,i]peryléne 0,74 3,64
TEQ 0,14 -

XIl.2.2. Effets technologiques et de formulationd  u produit

Avant de procéder aux analyses statistiques, il iegtortant de remarquer que le
phénanthréne qui n'avait pas été émis en évideans & fumée expérimentale est retrouvé
comme étant un HAP majoritaire dans les matricaséhs. Cette différence peut s’expliquer
par le fait qu'il est le plus volatil de tous lef\P. Il est donc possible que lors du piégeage
des fumées, une portion importante du phénantlsengasse a I'état gazeux et n’ait pas éte
retenue par le piege électrostatique. La proporistante dans les particules de fumée serait
alors trop faible pour la quantification chromatghmique.

Dans ce cas |a, le fait gqu’il soit retrouvé dars eatrices fumées indiquerait encore des
mécanismes de fumage « d’adsorption » : un pagsaferentiel de la phase gazeuse vers le

produit.

Les effets des paramétres expérimentaux sur legtithgade HAP déposés lors du fumage

sont dans I'ensemble peu marqués.
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Tableau 60 : Résultats d’analyse de la variance aést de comparaison multiple LSD réalisés sur les
teneurs en composés phénoligues dans les matricemes

Durée de fumage (min) Huile utilisée Eau
ANOVA LSD ANOVA LSD ANOVA
S3 2 | ¢ & 3 s | 3
38 30 60 120 | §E | 3 £ = E | 38
=>'c >'c 3 c © © >'c
ZD0 ZDo < O < n ZD
n %] %]
Phénanthrene | 0,001 | % 0,021 ks ses 0,412
1671 | 18,28 18,97 18,60
17,87 | 23,78
Fluoranthene | < 0,0001 | 2% = 17,87 11,37 | 0,847
’ 7,44 6,47 |0,0001 ’ ’ '
2,13
Bvrene - 0.0001 | 9857 < 10174 9892 8637 | o,
y ’ 32,01 @ 4520 [0,0001| g 37 '
075 | 0,54 101 | 074 | 049
Benz[a] 0,026 0,077 0,531
anthracene 0,26 0,22 0,74 = 0,49
. 25 | A
Chryséne 0,394 0,002 0,849
0,57 0,46
Benzo[b] 0,655 0,789 0,902
fluoranthéne
ZEze] 0,621 0,761 0,949
fluoranthéne
Benzofj] 0,461 0,207 0,618
fluoranthéne
. 1,01 | 1,33
Benzo[a]pyrene 0,155 0,047 0,662
073 | 1,01 0,91
Indéno
[1,2,3-c,d]pyréne 0,727 0,316 0,218
147 1,82
TEQ 0,324 0,012 1,47 1,15 | 0,783
0,85 115

- Les niveaux de significativité témoignant d’un effet significatif au risque 5% est signalée en gras

- Les tests LSD ne sont réalisés que si I'effet associé est significatif

- Les valeurs reportées pour les niveaux du test LSD sont les moyennes par modalité de facteur (en pg déposés)

- Les moyennes sur une méme ligne ne sont pas significativement différentes au risque 5%

- Les moyennes pour les différents types d’huiles sont calculées sur les matrices contenant 5 et 10 mL, ces deux niveaux
n'étant jamais significativement différents au risque 5%

Xlll.2.2.1. Durée de fumage

Les variations induites par l'augmentation du tenges fumage sont difficilement
interprétables : les teneurs en phénanthrene aftibéne et pyréene diminuent fortement entre
30 et 60 minutes de fumage. Etant donné la fofiaitgf des HAP pour les lipides et leur

volatilité limitée, il semble peu probable que edffet résulte d'un relargage de HAP qui
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avaient été déposés entre 0 et 30 minutes. D’auiaims que les conditions a l'intérieur de
'enceinte de fumage sont contrdlées en permane@ette diminution n’est donc pas
imputable a un changement de partition entre las@lgazeuse et la matrice liée a une

modification de I'environnement (en terme par exkEnge température ou d’hygromeétrie).

Il a été verifié que cet effet significatif n'étgilas un artefact lié & la correction des
données de quantification en prenant en comptedataminations initiales des matrices.
Pour cela, des analyses de variance et les testendpgaraison multiples identiques ont été
réalisés sur les données de quantification bri@efles-ci conduisant aux mémes résultats
(avec des niveaux moyens de HAP plus élevés), pougons en conclure qu’ils ne peuvent
donc pas avoir été induits par le calcul de coiwaales teneurs en HAP.

Il est possible que ces diminutions des teneursl&R soient liées a la température des
matrices. En effet, les matrices introduites damgumoir sont a 4 °C, et vont donc se
réchauffer progressivement au cours du fumageujasgiteindre la température de I'enceinte
(32 °C). Le fait que la surface de la matrice ptits froide en début de fumage entrainerait
une condensation d’'une fraction du phénanthrénéudranthéne et du pyréne présents dans
la phase gazeuse de la fumée. Puis, a mesure qemfzrature du produit augmente,
I'équilibre de partition solide/gaz se déplace vkrsgaz et une partie des HAP présents
initialement est libérée par évaporation/désorption

Cette hypothese n’est cependant pas soutenue paiodeées bibliographiques. En effet,
la plupart des cinétiques de fumage réalisées gmmaliteurs sont faites sur des temps de
fumage beaucoup plus long pour lesquels le praghiitonsidéré comme étant en équilibre

thermique avec I'enceinte de fumage.

Le comportement différent du benz[a]anthracene t(danquantité déposée sur les
matrices augmente au cours des 60 premieres midetdsmage) n’est pas contradictoire
avec les résultats précédents. Celui-ci étant matetil que le phénanthrene, le fluoranthene
et le pyréne, il n’est pas aberrant de constatér spicomporte differemment : il se répartira
moins dans la phase gazeuse, et proportionnellephenidans la phase particulaire. Ainsi, sSi
I'on impute les variations des HAP plus Iégers a phénomeénes de sorption se produisant
entre la phase gazeuse et la matrice, les varsatierbenz[a]anthracéne sont plutét dues a des
dépodts particulaires. Plus la durée de fumage @sgjue, plus la quantité cumulée de
particules déposée a la surface des matrices astigyrplus la quantité de benz[a]Janthracéne

est importante dans le produit.
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Il est alors surprenant de ne pas constater datiwarides autres HAP plus lourds, dont le
passage vers le produit dépendrait du méme praeessdépot particulaire. Par exemple, le
benz[a]pyréne qui est trois fois plus abondant darfigmée expérimentale devrait se déposer
trois fois plus vite. Or, l'analyse statistique m®ntre pas d’évolution significative de la
teneur en benzo[a]pyréne au cours des 120 prenméneges de fumage.

Plus largement, il est surprenant de ne pas idente lien apparent entre les teneurs de
la fumée en HAP et les dépbts de ceux-ci. De nomxbagiteurs (Rusz, J. & Miler, K.B.M.,
1977 ; Sirami, J., 1981) ont décrit le dépbt desPHmMme un dépbt particulaire, il serait
logique de retrouver dans les produit des ratiosaeentrations de HAP correspondant a
ceux de la fumée. Il est possible que cette in@taéEr apparente des résultats soit en partie
imputable aux faibles quantités de HAP rencontrdass cette étude. En effet, plus les
quantités en analytes sont réduites, et plus il difficile d’observer des variations

significativement représentatives des phénomenesjacents impliqués.

XIlll.2.2.2. Présence d’huile dans les produits

L’effet de I'ajout des différentes huiles est égadmt moins marqué pour les HAP que
pour les composés phénoligues. Il reste néanmaduss déterminant et mieux interprétable
que l'effet de la durée de fumage : la présencaild@ldans les produits a globalement mené a
des plus fortes teneurs en HAP. Ceci indique darecdps produits gras et semi-gras seront
plus contaminés en HAP que des produits maigresssué d’'une opération de fumage
comparable.

Ceci est par exemple notable pour le pyréne dortolzcentration dans les produits
contenant de I'huile est pratiquement dix fois siguée a celle retrouvée dans les produits
maigres. Par ailleurs, conformément a ce qui andéig en évidence pour les composés
phénoliques, quelle que soit la quantité d’huileutge, les quantités de HAP déposées

pendant le fumage sont les mémes avec des ajobtetdE) g pour 45 g de pulpe de poisson.

Du point de vue industriel, cela confirme I'imparta d’adapter le procédé de fumage a la
composition du produit traité que nous avions eapde grace aux résultats concernant les
composes phénoliques. Si la réduction du tempsit@de d’'un produit gras peut se révéler
intéressante du point de vue aromatique (arom@atisatomparable sur une durée de
traitement inférieure) elle peut également étrem@inante pour la qualité sanitaire finale du
produit. Ceci est d’autant plus vrai que les TEQulas a partir des teneurs en HAP des
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produits modeles ont également été significativaraegmentés par la présence d’huile dans
les produits.

Par ailleurs, le fait que les difféerents HAP étsdiéévoluent pas tous dans les mémes
proportions avec I'apport en huile dans les praduitique ici aussi que leur passage vers la
matrice ne se fait pas exclusivement avec le délgét particules. Ce résultat n'est pas
surprenant pour les congéneéres les plus légersomiiéventuellement susceptibles de passer
a I'état gazeux dans les conditions de I'expérietm®is pouvons cependant remarquer que
parmi les HAP considérés comme « lourds », le Hafagene, est également plus présent
dans les produits contenant de I'huile.

Il faut également souligner que les différenteddsutestées ne montrent pas la méme
« capacité de piégeage des HAP » : arachide > chimé&saumon. De méme que pour les
composés phénoliques, il ne semble pas y avoiedetlident entre les différences de teneurs
en HAP constatées et les compositions des huileaceles gras. Méme si nous pouvons
constater que les huiles qui piégent le moins de?Hs&nt celles qui contiennent moins
d’acides gras a longue chaine, cette différenceemeble pas si déterminante que cela. En
effet, les différences de composition de ce pomtvde sont plus faibles entre I'huile de
saumon et de chimeére alors qu’en terme de piégésgyécarts sont plus réduits entre I'huile

d’arachide et de chimere.

Le fait que I'huile qui piege le moins efficacemdas HAP soit également celle qui
retient le mieux les composés phénoliques (huilsadenon) pourrait se révéler intéressant du
point de vue du choix du produit a fumer. En effes, teneurs en acides gras du muscle de
poisson dépendent en partie de facteurs environmeone (comme [alimentation) et
physiologiques (comme I'age ou le sexe) (Geri, Gale 1995 ; Martin, J.F. et al., 1995
Moreira, A.B. et al., 2001). Une meilleure compmd$ien du réle de la composition de a
matiere grasse lors du fumage pourrait donc éieeliase de recommandations permettant
d’améliorer la qualité du produit fumé (teneursspéllevées en composés phénoliques et plus

réduites en HAP) par une sélection appropriée ddut frais.

XIll.2.2.3. Ajout d’eau a la formulation des matric  es

Au risque de se tromper de 5%, I'eau ajoutée leréadormulation des matrices n’a pas

eu d'effet qualitatif ou quantitatif sur le dép6&H (Tableau 60). Quelle que soit la quantité
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d’eau ajoutée aux matrices (0, 20 et 40 g pour d& pgulpe de poisson), les quantités de HAP
déposées lors du fumage sont statistiquement glesi

Bien que les HAP soient plutét hydrophobes, celtteeace d’effet est tout de méme a
considérer avec circonspection. En effet, commes ianons déja évoqué précédemment, la
gamme de teneur en eau globale couverte par ntare dexpérience reste modérément
étendue (de 65 a 84%). L'eau étant toujours le am@pmajoritaire des matrices, il est
envisageable que des essais réalisés avec desavgiréesentant par exemple de trés faibles

teneurs en eau ne concordent pas avec les notres.

Bien que les résultats soient moins marqués que pesl composés phénoliques, |la
composition de la matrice alimentaire influenceefiffement le processus de dépbt des HAP
lors du fumage. Les produits contenant des huilgsis( particulierement, une hui

d’arachide ou de chimére) ont mieux capté la ptupas analytes étudiés.

XI11.3. Conclusions

Les expériences realisées ont permis d’établir sanbiguité que des différences de
composition de matrices alimentaires induisent rdeslifications du processus de fumage,
considére sous I'angle de I'enrichissement en ca@pde la fumée.

Dans les gammes de composition étudiées, c’estipalement la part lipidique des
matrices formulées qui a joué un rble important. @é@sence dans les produits a
significativement augmenté le piégeage des compététiés. En terme de rétention des
analytes, ce résultat se comprend bien puisquelésusomposés étudiés sont relativement
lipophiles (LogP >0). Les différences constatéesreeres trois huiles n'ont pas été
completement comprises grace a leurs compositieapectives, soulignant ici aussi la
complexité du processus de fumage : les différdataslles chimiques ne réagissant pas de la
méme facon aux variations de composition des ptodestes.

Il est possible gu’'une l'absence de certains rémilpourtant attendus (notamment
l'augmentation des teneurs en HAP au cours du fenagient imputables a la durée
d’exposition globalement réduite. Cependant, ilitétiamportant de nous placer sur des
cinétiques courtes, pour pouvoir mieux considésmphénomenes d’interaction initiaux entre
la fumée et le produit. Il est possible que notcbele de temps ne soit pas adaptée a
I'analyse simultanée de nos deux familles chimiquibkes, I'évolution des HAP se déroulant
sur des temps plus longs.
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XIV. Mise au point d'une technique d’évaluation des

interactions gaz/solide

XIV.1. Nécessité d’'une nouvelle approche scientifiq  ue

La méthode la plus connue et employée pour distindge dépdt gravimétrique des
particules de fumée et I'adsorption directe de Basp gazeuse lors du fumage est celle
employée dans I'expérience fondatrice de Fost&irapson (Foster, W.W. & Simpson, T.H.,
1961).

L'utilisation de la précipitation €électrostatiqueoys obtenir une fumée purement
« gazeuse » posséede cependant quelques incongqigmeuvent étre considérés comme les
limitations de cette méthodologie. D’'une part, ilest pas possible de s’assurer que
I'épuration électrostatique est efficace a 100% ssattudier instrumentalement la
granulométrie de la fumée « gazeuse » obtenued{ffeaiction laser par exemple). D’autre
part, les dispositifs expérimentaux mis en plaaatétlynamiques, I'apparition de particules
de fumées aprés épuration (par nucléation de Isephazeuse) reste envisageable.

Qui plus est, 'utilisation de fumées produites pgrolyse impose a I'expérimentateur des
contraintes en terme de composition de celles-@n Bju'il soit possible d’influencer la
composition des fumées produites par un choix jadicde conditions de production, obtenir
une fumée dont la composition est prédéterminée negpossible a I'heure actuelle.

Afin de s’affranchir de ces considérations poutuite des phénomeénes de sorptions se
déroulant pendant le processus de fumage, une ®uméthodologie a été mise en place.
Plutét que de générer une fumée et d’en élimin@hksse particulaire avant d'y exposer les
échantillons, nous avons choisi de produire ardfiement une phase gazeuse contenant les
mémes composes que ceux présents dans la phassaazeela fumée pour y exposer des

échantillons.

XIV.2. Mise en place et validation de la méthode
La mise en place et la validation de notre méthmglel est présentée ci-aprés de maniere
volontairement linéaire, afin de faciliter la cor@pension de la démarche, et la justification
des choix qui ont été effectués.
Cette description ne rend cependant pas compta dalité du cheminement suivi et de

'ensemble des essais réalisés. Comme dans toutlogg@ement méthodologique, de
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nombreux parametres sont susceptibles d’interagirn’est pas toujours possible de tous les
prendre en compte au premier abord. Par ailleuestaios éléments méthodologiques
déterminés lors des derniers stades de la miseiat geuvent exiger de modifier des choix
précédents.

La plupart des essais ont été réalisés sur un reomdgtuit de composés phénoliques
(phénol, guaiacol, 4-vinylguaiacol et 4-propylgealp mais I'ensemble de la méthode
définitive a été ensuite été validée pour chacusm ¥ composés phénoliques intégrés a

I'étude.

XIV.2.1. Choix d’'une méthode d’analyse

L’estimation des phénomeénes de sorption peut évissagée sous deux angles différents
(Figure 82). Comme pour le fumage réel, il estcemable de doser les composés volatils
captés par I'échantillon lors de son exposition’espace de téte enrichi. Cependant,
contrairement a la fumée, les espaces de tétehenne posseédent pas le «réservoir » de
composés volatil qu’est la phase particulaire diumaée. De ce fait, les quantités adsorbées
par les échantillons sont limitées par la quarititgalement présente dans I'espace de téte.
Comme par ailleurs, les expérimentations a échédeite ont été privilégiées, les quantités
de composés adsorbées et la taille des échantglmmsextrémement limitées. Les méthodes

d’extraction a partir de I'échantillon comme la SB&nt donc priori mal adaptées a notre

objectif.
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Figure 82 : Estimation directe et indirecte des phdoménes de sorption
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Nous avons donc choisi d’analyser les phénomeéenesogidion a travers la composition
de I'espace de téte : en dosant directement lepasés volatils a I'état gazeux dans I'espace
de téte avant et apres exposition d'un échantilloest possible de déterminer la proportion

qui a été captée par celui-ci.

La technique de choix pour ce type d'analyse ésthintillonnage direct de I'espace de
téte (DHS). En effet, celle-ci permet de connaiére&eomposition de I'espace de téte a un
instant précis, ce qui permettrait dans notre @apalivoir envisager I'étude de cinétiques
d’adsorption précises. Par ailleurs, elle est dtaivte et n’'induit pas de biais en
n'appauvrissant pas significativement I'espaceétie lors de I'échantillonnage.

Il n"a cependant pas été possible d'utiliser cétiehnique, en raison de sa trop faible
sensibilité : celle-ci n'a pas permis I'analysebfeade toutes la gamme de concentration des
espaces de téte générés. En particulier, aprésiérpod’échantillons, les composés volatils

ne sont plus détectables dans I'espace de téter@-83).
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Figure 83 : Comparaison des chromatogrammes obtenusar échantillonnage direct d’espaces de téte
enrichis avant et aprés exposition d’un échantillon

Les espaces de téte enrichis ont donc été anapsés micro extraction en phase solide.
Ceci induit nécessairement un biais dans l'anatysiedoit étre pris en considération. Au

cours du temps d'extraction, la fibre piege les posés a I'état gazeux, réduisant leur
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concentration dans I'espace de téte. Il est dossiple qu’il y ait un relargage de composés
volatils piégés par I'échantillon, si cet appauseiment inverse I'équilibre de sorption
solide/gaz pré-établi. C’est pour cela que le tedipgtraction utilisé doit étre le plus court
possible, afin de représenter au mieux |'état deplace de téte au moment de l'introduction

de la fibre.

L’'analyse des phénomenes de sorption est réalimieectement par étude de la diminutipn
de concentration des analytes dans I'air envirortriarproduit.

La concentration des composés dans l'air a I'é@aux est estimée par HS-SPME.

XIV.2.2. Choix du matériel utilisé

XIV.2.2.1. Génération de I'espace de téte enrichi

Il est envisageable d'utiliser des seringues a paar utiliser des espaces de téte
préalablement enrichis en composés volatils, pamgie par simple évaporation de standards
purs (Figure 84). Cependant, cette méthode estitaodment limitée car elle peut induire des
pertes liées au transfert de phases gazeuses (satid@ sur les parois des seringues, espace
mort de seringue a gaz, etc.) et nécessiter batilbn de récipients sous vide partiel (pour

éviter les surpressions excessives).
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Figure 84 : Enrichissement de I'espace de téte exp@ental par prélevement d’espaces de tétes saturés
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Il a donc été décidé de procéder a I'enrichisserdentespace de téte apres que le volume
expérimental ait été hermétiguement clos. Pour, agla solution contenant les molécules
volatiles a analyser est introduites dans le volexygerimental et celui-ci est immédiatement
fermé hermétiquement. C’est ensuite [|'évaporatioe ¢h solution qui entraine

I'enrichissement de I'espace de téte en compodésilsdFigure 85).

3 Espace

é o <—— téte enrichi !
| % |

! 3t 3 3 3¢ .
! Po iR o4 X+ 3t Volume !
12 P e |
i Solution de Prélevement d'un volume de Evaporation enrichissemel :
: mélange solution déposé a lintérieur de l'espace de téte fern !
i molécules A et B volume expérimental hermétiquement ;

Figure 85 : Enrichissement de I'espace de téte dwlime expérimental par évaporation d'une solution €
mélange

Afin de ne pas avoir dans le volume expérimentak déservoir » comparable a la phase
particulaire de la fumée, le volume de solutiomadtit doit étre le plus réduit possible, afin
que la totalité puisse s’évaporer (si le volume sddution est trop élevé, I'évaporation

s’équilibre lorsque la pression partielle saturasieatteinte dans le volume expérimental).

Par ailleurs, le volume expérimental doit étre iedu maximum. D’une part, un volume
réduit permet d’obtenir des concentrations pluyvéde dans I'espace de téte a partir des
mémes volumes de solutions et de standards anadgtigD’autre part, un volume réduit
permet d’obtenir des conditions internes le plusfoumes, principalement en terme de
température de I'espace de téte.

Les expériences ont donc réalisées directement diesysials de SPME de 20 mL. Ceci
permet par ailleurs d'utiliser le four d’incubatioln passeur d’échantillon pour thermostater
les échantillons a la température souhaitée.
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Les expériences ont été réalisées en géenérant spexes de téte enrichis a lintérieur ge

vials expérimentaux par évaporation de solutionscemtrées en composés volatils

XIV.2.2.2. Exposition des échantillons

Etant donné qu'’il n'est pas possible de déterma@riori la capacité d’adsorption des
matrices a tester, il doit étre possible d’ajusaesurface d’échantillon exposée a I'espace de
téte. C’est dans ce but que deux dispositifs antés au point.

Un dispositif d’accrochage en acier inoxydable (ifég86-A) permet de maximiser la
surface d’échantillon en contact avec I'espaceétie 1l s’agit alors de placer un échantillon
cylindrique verticalement au centre du vial. Endiion de la hauteur de I'échantillon utilisé,
sa surface exposée a I'espace de téte peut atdasl24 cmz2.

Dans le cas ou la surface exposée doit étre phlistes I'échantillon peut étre disposé
dans une coupelle en verre cylindrique (9,6 mmidmeétre, 6 mm de profondeur) placée au
fond du vial (Figure 86-B). La surface exposéeespgace de téte est alors beaucoup plus

réduite et normalisée a 0,73 cm?2.
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Figure 86 : Dispositifs disponibles pour exposer $eéchantillons a I'espace de téte enrichi
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Afin de prendre en compte la diminution de voluneel’dspace de téte que provoque la
mise en place d’échantillons volumineux, des piaesnatériaux inertes (PTFE ou verre)
calibrées peuvent étre utilisées pour étre dispogséla place de I'échantillon. Il est ainsi
possible de générer des espaces de téte « denaeférdsans échantillon) dans les conditions
parfaitement identiques a celles des espaces @e «éxpérimentaux » (eXposés a un
échantillon).

Les résultats présentés pour cette étude on digetaniquement en utilisant le systeme
de coupelles de verre. En effet, les essais pmdgimas ont montré que la grande surface
exposée par l'autre dispositif entraine un piégeaxqgmessif des composés volatils gazeux.
Quelle que soit la concentration de I'espace det&&tée, il n'a pas été possible de détecter de
composeés phénoliques dans I'espace de téte appesitan de I'échantillon. Il n'est alors
pas possible de comparer la capacité d’adsorp#ésnédhantillons sur la base de la fraction
laissée libre a l'issue de I'expérience.

Par ailleurs, I'utilisation des coupelles permetnalettre en ceuvre d’échantillons liquides
dans des conditions comparables a celles d’éclun#tilsolides, ce qui nous a permis de

comparer la capacité d’adsorption d’huiles a cddlenatrices solides.

..............................................................................................................

! Apundance Guaiacol

Propylguaiacol
Phénol

600000 4

500000+ . ;
Vinylguaiacol

1
1 .
1
1 .
1
1 .
. 1
1 .
. 1
1 .
i !
. 1
1 .
. 1
1 .
. 1
1 .
. 1
5 i
i 400000 :
5 a
i !
© 300000 i
. 1
E a
i 200000 i
. 1
1 .
| / /- /f—— !
. Y f y T T T — T T T T T T T T
! Time—> N 4 11.50 { 7o 7/ 18100 :
1 .
1
1 .
1
1 .
1
1 .
1
1 .
1
1 .
1

B Pas d’échantillon dans I'espace de téte
B 24 cm? de matrice de poisson exposés a I'espateal@ispositif d’accrochage)

Figure 87 : Comparaison des chromatogrammes obtenumr SPME d’espaces de téte enrichis avec et sans
exposition d’échantillon de 24 cm?
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XIV.2.3. Conditions de génération des espaces de té te

XIV.2.3.1. Température

La température a laquelle les expériences sontuitesddoit permettre de se rapprocher
au mieux des conditions de fumage réelles. Ellecependant limitée par la gamme de
températures effectivement atteignable techniqueraeec I'appareillage utilisé. Ainsi, les
expériences ont toutes été réalisées a 35 °C, tatnpe d’'incubation minimale du passeur

d’échantillon.

XIV.2.3.2. Solution d’enrichissement

L’eau et le méthanol ont été testés comme solvana golution d’enrichissement. A des
concentrations de composés phénoliques et des eslutilisés identiques, le méthanol et
'eau permettent d’obtenir les mémes résultats. i Gedique que les phénomeénes de
vaporisation sont globalement les mémes dans les c&s. Le méthanol a donc été préféré,
car les composeés phénoliques étudiés y sont plubles, ce qui permet d’avoir une solution
d’enrichissement plus concentrée. Ceci permet aémmser d’autant les volumes de solution
utilisés et donc les variations de pression dasphce de téte enrichi.

Pour vérifier que ce résultat n'est pas faussaiparéventuelle saturation de la fibre par le
méthanol vaporisé dans l'espace de téte, le mérpa asété réalisé avec des ajouts de
méthanol dans le vial : les pics chromatographiqiles différents composés phénoliques
extraits de I'espace de téte restent constantajgekk soit la concentration de méthanol dans

I'espace de téte.

Afin de pouvoir faire varier la concentration dedpace de téte enrichi, il est possible
d’envisager deux approche lors de l'ajout de lautsmh d’enrichissement dans le vial:
différents volumes de la méme solution d’enrichisset ou un volume unique de solutions
de concentrations différentes.

Il a été choisi d'utiliser plusieurs solutions dencentrations différentes avec un volume
constant. D’'une part, ceci permet d'obtenir desddens identigues dans toutes les
expériences (en particulier pour ce qui est deghaentation de pression dans le vial et de la
quantité de méthanol gazeux présent dans I'espadétel). D’autre part, la comparaison de
gammes d’enrichissements réalisés en « volume amnstet « concentration constante »
montre qu'utiliser des volumes croissants d’'une m&alution de composés phénoliques ne
permet pas d’obtenir un enrichissement linéairéedpace de téte.
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Figure 88 : Comparaison des gammes d'enrichissemematvec _des solutions de concentration et volume
variables

Le volume utilisé a été fixé a 5uL. Il correspoad volume minimal pouvant étre
redéposé directement dans le vial sans difficulédigue. Des volumes plus faibles peuvent
en effet conduire & des phénoménes d’adhérenceutie @ I'embout de la pipette utilisée. Le
volume effectivement transféré dans le vial estsafiarfois inférieur au volume préleve, ce

qui se traduit par une chute de la répétabilite.

Plusieurs essais ont été réalisés en déposantutosod’enrichissement a différentes

hauteurs a l'intérieur du vial expérimental et emisant différents supports : plastique,

aluminium anodisé, verre et PTFE. Il en ressort uéocalisation du dépdt n’a aucune
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influence sur l'intensité de la réponse chromatphigue obtenue : quel que soit le point de
vaporisation de la solution, il en résulte un espde téte homogéne. Par contre, le matériau
du support de dépét a une grande influence syrds de téte généré (Figure 89). Ceci peut
s’expliquer par des différences d’effusivité thegue des supports (qui résultent en des
phénomeénes d’évaporation différents selon le supger dépdt de la solution) ou plus

probablement, par I'adsorption d’'une partie desénales volatiles de la solution a la surface

des supports les moins inertes.
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Figure 89 : Réponse chromatographique obtenue par $#tSPME/GC-FID en fonction du matériau _de
dépobt de la solution de composés phénoligues

Le dépbt sur le verre permettant de maximiser leceotration des molécules volatiles
dans I'espace de téte, il a été choisi de dépasmatement la solution d’enrichissement sur la

paroi interne du vial expérimental.

XIV.2.3.3. Temps d’équilibrage de I'espace de téte

Estimer le temps exact nécessaire a I'établissementéquilibre a lintérieur du vial
expérimental n'a pas été possible & cause deidatibn de la SPME. En effet, si la
vaporisation des composés de la solution n'esttpasinée au moment ou I'extraction
comment, elle peut se poursuivre pendant touteitéedde I'extraction. L’échelle d’étude de
cette cinétique associée a la vaporisation delldiso d’enrichissement est donc limitée par

la durée minimale d’extraction.
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Différents essais (temps d’équilibre et temps daotion variable) nous ont cependant
permis de déterminer que I'équilibre est atteintrarins de deux minutes aprés l'introduction

de la solution dans le vial.

XIV.2.3.4. Conditions d’extraction SPME

En accord avec la bibliographie, ce sont des filerepolyacrylate qui ont été utilisées,
celles-ci étant décrite comme étant la plus appeepa I'étude des composés phénoliques
Sérot, T. & Lafficher C., 2003 ; Guillén, M.D. dt,&006).

Temps d'extraction (min)
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Figure 90 : Effet du temps d’extraction sur la répmse chromatographique d’espaces de téte enrichis e/
différentes masses de guatre composés phénoligues

A partir d’essais réalisés avec différents tempxtaction sur des espaces de tétes a
plusieurs concentrations (Figure 90), le temps tiéetion a été fixé a 15 minutes. Quelle que
soit la concentration de l'espace de téte, au-didacette durée, le gain de signal
chromatographique devient plus faible. Il ne justélors pas de prolonger I'extraction au
risque de perturber d’avantage I'équilibre de sorpéchantillon/espace de téte. Par ailleurs,

de temps d’extraction plus courts restituent mdiies les écarts de concentrations pouvant
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exister entre différents espaces de téte et negienmh pas toujours I'analyse des espaces de
téte les plus dilués.

Des essais realisés apres exposition de diverséithias aux espaces de tétes enrichis
ont montré par ailleurs que quel que soit le tengpsxtraction, les aires de pics
chromatographiques « apres adsorption » sont tmij@ewmgement inférieures aux aires « de
référence ». Ceci montre bien que I'appauvrisserderitespace de téte lors de la phase de
HS-SPME ne génere pas un relargage massif depussirface de I'échantillon (ce qui
signifierait que I'équilibre de sorption échantilfespace de téte a été significativement

déplacé vers I'espace de téte).

XIV.2.3.5. Calibration linéaire

Par ailleurs, afin de pouvoir assurer que la répamsomatographique obtenue représente
bien une concentration de composés phénoliques ltemmce de téte, des essais ont été
réalisés sur une large gamme de concentration @@2@& 10 pug introduits dans le vial
expérimental). Le début de la zone de saturatiamosee au dela de 2,5 pg pour I'ensemble
des composés étudiés.

Linéaire Saturation
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Figure 91 : Identification du domaine de réponse fiéaire
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L’ensemble des expérimentations a donc été réadiné utilisant une solution
d’enrichissement a 0,5 g/L dont les 5 pL introdiéins le vial correspondent a 2,5 ug de
chacun des composés phénoliques. Ceci permet dmtgague I'ensemble des réponses

chromatographiques observées appartient au doriéagre.

Afin de garantir la fiabilité des analyses ultériesy 'ensemble des fibres utilisées pour ce
type d'études a été testé pour Vvérifier leur rdpkta et leur linéarité de réponse dans le
domaine d’étude.

La répétabilité est évaluée en calculant le caefitcde variation des aires de pic de
chague composé phénolique obtenues sur 5 répsétaidrois concentrations d’espace de téte
différentes (0,2; 1 et 2,5 pug introduits dans lal)v Les fibres donnant au moins un
coefficient de variation (pour un analyte, pour womcentration d’espace de téte donnée)
supérieur & 10% n’ont pas été utilisées.

La linéarité de réponse est testée en réalisamtigitat I'extraction des 9 points de la
gamme linéaire (0,002 ; 0,02 ; 0,05; 0,1; 0,5%;;AL ; 1,25 et 2,5 ug introduits dans le vial).
Les fibres donnant au moins un coefficient de datien linéaire (pour un analyte, pour

I'ensemble de la gamme) inférieur a 95% n’ont pgéawuélisées.

La méthode d’analyse mise en place est utilisalder p’estimation des phénomeénes |de
sorption se déroulant entre un espace de tétegsiatdans la gamme de fonctionnement
déterminée. Elle répond dans I'ensemble aux exggepoéétablies :

- sensibilité du signal a la concentration dempomsés a I'état gazeux ;

- sensibilité du signal a la surface d’échantillexposée ;

- linéarité de réponse du signal ;

- répétabilité de la mesure ;

- reproductibilité de la mesure.

XIV.3. Conclusions
L’ensemble de cette mise au point nous a permisodir a une méthode d’étude grace a
laquelle il est possible d’évaluer l'intensité desénomenes d’adsorption des composés
volatils présents a I'état gazeux dans I'espad@ided’un échantillon.
Celle-ci est applicable a une grande variété d'étihans liquides ou solides. Elle n'a été
validée ici que pour un ensemble de composés pilgéies] mais reste parfaitement
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envisageable pour une large gamme de composésilsyadatceptibles d'étre évaporés

significativement a température et pression ambiant

XV. Influence de la composition d’une matrice alime  ntaire

sur la sorption de composés phénoliques al'état gazeux

XV.1. Adsorption

Les résultats d’analyses statistiques concernattide de I'adsorption des composés
phénoliques par des matrices modeles de composiigable sont présentés dans le Tableau
61. Les expériences ont été réalisées dans desesspa téte ou ont été introduit 2500 ng de
chacun des analytes étudiés, soit 37500 ng de c@#aghénoliques.

Parmi les composés dont les phénomenes de sorptibreté comparables quelque soit la
matrice testée (niveau de significativité de I'ysal de la variance supérieure a 0,05), il y a
deux cas a distinguer.

+ Pour le phénol et le p-crésol aucun effet sigatffade la teneur en eau, en huile, ou en
gélatine n'a pu étre identifié car pour 'ensemis expériences ces trois composés ont éte
presque totalement piégés (en moyenne 95% desr@b8quivalents introduits dans le vial).
Les variations de quantités restantes dans les s@it donc particulierement faibles. Il faut
donc considérer I'absence d’effet comme une trée faffinité pour 'ensemble des produits
testés.

+ Le 3-éthylphénol, par contre, n'est pas piégé dhasgssi grandes proportions par les
matrices (en moyenne 76% des 2500 ng équivalemtglisits dans le vial). Les variations de
sa concentration dans l'espace de téte n'ont statesment pas été influencées par la
formulation des matrices. Il semblerait cependamt cette absence de résultat significatif soit
plutét imputable a une plus faible répétabilité ldmalyse pour ce composé. En effet, le
coefficient de variation calculé pour les 3 répétis de chaque point expérimental est en
moyenne de 10,1% pour le 3-éthylphénol alors quél dépasse pas 6% pour les autres
analytes. Il en résulte nécessairement une augtimnt@des niveaux de significativité des

analyses de la variance associées a cet analyte.

Pour tous les autres analytes (o-crésol, guai@geidimethylphénol, 4-méthylguaiacol,

4-éthylguaiacol, thymol, 4-vinylguaiacol, eugénbleropylguaiacol), I'ajout d’une d’huile
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a la formulation de la matrice a entrainé un maillgiégeage. En premiére approximation, ce
résultat confirme ce qui avait été obtenu lors dumage réel, ou les produits gras avaient

subi un enrichissement en composés phénoliquesrppmtants.

Tableau 61 : Résultats d’analyse de la variance ele test de comparaison multiple LSD réalisés sur de

quantités de composés phénoliques adsorbés par teatrices

Huile Eau Gélatine
ANOVA LSD ANOVA ANOVA
3] g () g 3] E
S = ) o < = == S .=
2 8 S 2 = £ 28 | 28
O = o = Q =] [ (O]
>E > = © © ='c ='c
ZD < (@) < n ZD Zo
n n %]
Phénol 0,240 0,582 0,404
i 2353 2354 2337
o-crésol <0,0001 0,797 0,865
2270
p-crésol 0,136 0,867 0,719
. 2361 2361 2359
Guaiacol < 0,0001 0,165 0,684
2307
2291 2283
2,6-diméthylphénol <0,0001 2283 2265 0,688 0,579
1819
3-éthylphénol 0,127 0,683 0,598
i . 2329 2325 2300
4-méthylguaiacol <0,0001 2218 0,981 0,954
2153 2098
4-éthylguaiacol 0,0004 2098 2025 0,877 0,796
1909
1520 1280
Thymol 0,0002 1280 1196 0,435 0,536
893
. . 1598 1342
4-vinylguaiacol 0,039 0,259 0,274
1266 1342 1160
Syringol * * *
] 1382 1138
Eugénol 0,008 0,191 0,302
936 1138 1019
1340
4-propyguaiacol < 0,0001 1092 996 0,237 0,335
705
(Z+E)isoeugénol * * *
24059 22932
Somme 0,001 22932 22151 0,408 0,436
20947 22151

- Les niveaux de significativité témoignant d’un effet significatif au risque 5% est signalée en gras

- Les tests LSD ne sont réalisés que si I'effet associé est significatif
- Les valeurs reportées pour les niveaux du test LSD sont les moyennes par modalité de facteur (en ng adsorbés )
- Les moyennes sur une méme ligne ne sont pas significativement différentes au risque 5%
- * : effets non-testés a cause d'une absence de données (composés phénoliques non-adsorbés a la surface des matrices)
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L’ensemble de ces résultats peut étre appréhendg deux angles: le « piégeage
moyen » (capacité de I'ensemble des matrices gesiépetenir chaque composé) et le «
piégeage lié a I'huile » (augmentation du piégepge les matrices contenant de ['huile,
comparativement aux matrices maigres). En effegeihblerait que ces deux aspects des
observations réalisées ne soient pas liés aux menogsiétés des molécules comment le

suggerent les tendances illustrées a la Figure 92.
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Figure 92 : Relations entre les propriétés physicohimigues des composés phénoligues et leur piégeage
par les matrices de composition variable
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Il ressort que les composés qui sont globalemeptus piégés par les matrices testées
sont ceux qui présentent des pressions de vaptueaste élevées (Figure 92-A). C’est une
tendance qui est confirmée par les observatiortesfgpour le syringol et les isomeres
d'isoeugénol (détaillées ultérieurement) : les mdks les moins volatiles ne sont pas du tout
retenues a la surface des matrices. Par ailleugsiré-92-B) I'augmentation du piégeage
induite par I'ajout d’huile dans les matrices esispprononcée pour les composés plus
lipophiles (LogP éleve).

Bien qu’il s'agisse que de tendances, celles-deréscohérentes avec les phénomenes
étudiés. Elles nous indiquent bien I'importance diegx étapes nécessaires a la mise en place
des phénomenes de sorption au niveau de la sudiageroduite : passage vers la phase

gazeuse et solubilisation dans une fraction deatice.

Nous constatons également ici que les différentdeshn’ont pas toutes eu le méme effet
vis-a-vis des composeés phénoliques. Bien que laci#pde rétention induite par chaque huile
dépende individuellement du composé phénoliqueidérsil ressort dans I'ensemble que les
capacités de rétention de chaque huile ne soréqasalentes

chimere > arachide > saumon.

Ce résultat nous interpelle particulierement puitgst exactement a 'opposé de ce qui
avait été obtenu en termes de capacité de piégiEsgmyeomposes phénoliques au cours du
fumage des matrices modeéles (voir XlII.1.1.2, p)21%& différence entre les phénomenes
réellement mis en jeu (complexes transferts dynaesidors du fumage et simple équilibre de
sorption dans le cas présent) est probablementrntié@nte pour expliquer cette
contradiction. En effet, comparativement aux pig@gsamoyens observés dans les deux cas,
les effets de chaque huile se révelent plus imptatiors du fumage réel, spécialement pour
les composés les plus Iégers. Ceci peut indiqueregieffets mesurés lors de I'exposition a
'espace de téte statique ont été limités par mwditions environnantes. La disponibilité
limitée des analytes dans l'espace de téte estapl®ment un des parametres les plus
déterminants. En patrticulier, 'espace de tétacgtats’oppose a la phase gazeuse de la fumée
dont la concentration en composés volatils esteemanence entretenue par les particules de
goudrons liquides qui jouent le rdle de résen@irdrd, J.P., 1988).

Quelle gu’en soit la réelle raison sous-jacentetéeccontradiction, celle-ci rend d’autant

moins évidente I'identification du rble précis @eclbomposition des huiles utilisées.
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Enfin, le cas du syringol et celui des isomeresa#iugénol sont particulierement
remarquables. En effet, ce sont les seules moktestées dont I'exposition a des matrices -
toutes formulations confondues- n’a pas réduit laamgité dans les espaces de téte
expérimentaux.

Cette absence d’interaction avec la matrice pauéte liée a des phénomeénes de
changement d’état. Le syringol et les isoméreseligénol sont en effet les analytes qui ont
la plus faible volatilité (leurs pressions de vapsaturantes sont inférieures de 2 a 10 fois a
celles des autres analytes, Tableau 56). Etantssnisceptibles de passer a I'état gazeux, ils
seraient donc moins concentrés dans l'espace de d&hinuant d’autant leur possibilité
d’acces a la matrice. Cependant, si la moins beoofeilité de ces composés expliquait a elle
seule la difféerence de comportement vis-a-vis dedrioes alimentaires, celle-ci devrait
€également étre observable au niveau de l'analyséedpace de téte de référence. Les
gammes de calibration linéaires ne semblent paugas indiquer que ces analytes soient
significativement moins présents dans I'espaceétie & I'issu de I'étape d’enrichissement

avec la solution de composés phénoliques.

Pendant I'étape de fumage (voir XIll.1.1.2, p.2186)fait que le syringol ne soit pas plus
abondant dans les matrices contenant des huilésé&aattribué a sa lipophilie plus réduite,
compareée a celle des autres composés phénoligatis. d@nclusion est pourtant insuffisante
pour expliquer gu’il ne semble pas interagir dut xec les matrices placées dans les espaces
de téte modéles. En effet, d’autres composés pioggies| étudiés ont été significativement
piégés par des matrices ne contenant pas de ligmsexemple, en moyenne 2270 ng
d’o-crésol sont piégés par les matrices maigre®s €omposés ont donc été capables
d’interagir avec la phase aqueuse des produits a@jolils sont moins hydrophiles que le
syringol. Cette différence de comportement qui @eoupe pas les données d’hydrophobie
souligne le fait que le passage vers le produitalaposés présents a I'état gazeux n’est pas
en une simple solubilisation dépendant de leurnigdfi avec les différentes fractions

disponibles.

Plus que cette absence d’adsorption du syringdestisomeres d’isoeugénol, c’est donc
principalement la contradiction apparente entradssiltats obtenus pour l'isoeugénol (Z+E)
lors d’'un fumage réel (voir XIIl.1.1.1, p.214) gprésente un intérét particulier. Si cette
expérience montre que ces composeés ont des diffical passer vers le produit a partir de la

phase gazeuse, alors il remet en perspective tedtats obtenus lors de I'expérience de
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fumage réel. La différence de comportement renéengntre les deux expérimentations
souligne la complexité des phénomeénes se produisatiement lors du fumage. C’est
probablement l'utilisation d’'un milieu statique etodele a la place d'un environnement
complexe et dynamique qui justifie ces écarts. M8mnes interactions fumée-produit se font
largement a l'interface gaz-solide, ces phénomeigesorption ne suffisent pas résumer le

processus de fumage.

Par ailleurs, les autres parametres testés n‘anepal’effets statistiqguement significatifs
sur la rétention des composés phénoliques a tétsux.

D’'une part, nous constatons que les ajouts d'ealisés lors de la fabrication des
matrices n’ont pas modifié 'adsorption des compggskéenoliques présents dans I'espace de
téte enrichi. C’est une constations que nous paivapprocher de ce qui a été obtenu dans le
cadre d’'un fumage réel ou les teneurs en eau gest@eaient pas permis de modifier le dépét
des composés phénoliques pendant le fumage (vdirlAl3, p.217). Etant donné que la
plupart des composés phénoliques ont été piegésrmp@mdes matrices ne contenant pas
d’huile, I'absence d'effet de I'ajout d’eau poutraiexpliquer par le fait que dans tous les
produits, I'eau est présente en exces vis-a-vibidportance des phénomeénes de sorptions

mis en jeu.

D’autre part, la présence de gélatine dans lesicratn’a pas entrainé de modification
dans leur capacité a piéger les composés phénslgpeeux. Etant donnée la faible teneur en
gélatine des matrices, en particulier en regardedte de la fraction protéique, ce résultat
n'est pas surprenant. C’est tout de méme un résfiportant puisque nous pouvons en
conclure que 'emploi de cet adjuvant ne perturé® lp sorption des composeés phénoliques a
I'état gazeux.

Rétrospectivement, ce résultat est déterminant pewaui a été mis en évidence dans des
conditions réelles de fumage (voir Xlll, p.211). Eeffet, nous pouvons a présent
raisonnablement supposer que linclusion de géadux matrices qui ont été fumées n’a pas
influencé les phénomeénes de sorption mis en jes tamceinte de fumage. Le piégeage des
composés volatils traduit par des phénomenes teiffate solide/gaz alors mis évidence
pendant le fumage réel ont donc été a juste tiqguté aux constituants du poisson. Si la
gélatine présente lors de cette expérience a purtagtsdes composés a I'état gazeux, cela ne

pouvait étre que de maniére marginale.
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Certains des analytes testés n‘ont pas semblé agieravec les différentes matricgs
alimentaires testées, il s'agit des composés lemgneolatils : syringol, (Z2)isoeugénol ¢t
(E)isoeugénol.
La composition d’'un produit influence significatiment sa capacité a pieger la plupart des
composes volatils testés présents a son contaétat bazeux. En particulier, la présenge
d’'une phase lipidique augmente le piégeage des asé@sgphénoliques.
Les caractéristiques de volatilité et de lipophitles analytes semblent étre des fact¢urs

déterminants pour les phénomenes de sorption &tudié

XV.2. Relargage

Aprés avoir été en contact avec les espaces deet#&iehis, les matrices testées
précédemment ont été transférées dans des vidls peur pouvoir déterminer I'importance
du relargage des composés adsorbés en surfacedudtats obtenus sont traités a lI'aide des

gammes de calibration linéaire réalisées dans &wsan conditions d’extraction.

Les quantités de composés phénoliques relarguéepeneent pas étre interprétés
parfaitement sans prendre en considération la ehmmigjale des matrices. En effet, nous
avons vu précédemment que les matrices n'avaienpiggé les mémes quantités de chaque
composé phénolique a la fin de I'expérience. Lantjitéarelarguée doit donc étre considérée
en regard de la quantité piégée par les matrigssde la phase d’adsorption des composés
phénoliques. Pour cela, les résultats ont été m§arien pourcents de composés phénoliques
relargués, calculés par rapport aux quantités dgosés phénoliques piégés par les matrices
lors de la phase d’adsorption de I'expérimentatlaas analyses statistiques de ces résultats
sont regroupées dans le Tableau 62.

Le premier résultat a souligner est que les prapwstde composés phénoliques libérées
par les produits sont dans I'ensemble plutét faiblEn moyenne, sur I'ensemble des
expériences, 1,5% de chague composé adsorbé paateses a été libéré dans I'espace de
téte. A titre d’exemple, le maximum de relargageoetui du 4-propylguaiacol a partir des

matrices ne contenant pas d’huile : 9,21% en magienn
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Tableau 62 : Résultats d’analyse de la variance aést de comparaison multiple LSD réalisés sur les

quantités de composés phénoliques relargués par lestrices

Huile Eau Gélatine
ANOVA LSD ANOVA LSD ANOVA LSD
e 2 pet
53 o e L s 53 52
g s E 5 & g o 20| §& [o 1
>'c > = © © >'c ='c
ZDo < O < n ZD ZDo
%] %] n
Phénol o001 | % <0,0001 103 1 0410
0,86 0,87 0,91 0,79
2,01 1,64
o-crésol < 0,0001 < 0,0001 0,247
1,01 | 1,07 = 0,99 1,08
. 1,33 1,04
p-crésol < 0,0001 < 0,0001 0,404
0,81 0,85 0,82 0,81
1,94 1,51
Guaiacol < 0,0001 < 0,0001 0,086
1,21 i 1,27 1,20 1,23
2 <o0,0001 | >* <0,0001 1 o113
diméthylphénol ’ 1,19 1,33 1,16 ’ 1,85 ’
1,55 1,00
3-éthylphénol < 0,0001 < 0,0001 0,896
0,68 : 0,76 : 0,70 0,77
1,93 1,17
4-méthylguaiacol | < 0,0001 < 0,0001 0,076
0,83 0,88 0,77 0,94
2,55 1,21
4-éthylguaiacol < 0,0001 < 0,0001 0,071
0,70 : 0,82 i 0,65 1,01
6,12
Thymol < 0,0001 0,011 1,84 | 2,22 0,518
0,77 0,82 : 0,65
. 3,33 2,21
4-vinylguaiacol < 0,0001 0,001 0,463
1,92 1,50 1,61 1,45
Syringol * * *
6,80 3,15
Eugénol < 0,0001 0,002 0,487
1,33 | 1,77 1,556 2,18
9,21 3,50
4-propyguaiacol | < 0,0001 0,008 0,350
1,09 1,54 1,24 2,48
(Z+E)isoeugénol * * *
2,86 1,57
Somme < 0,0001 < 0,0001 0,327
0,99 1,13 0,99 1,27

- Les niveaux de significativité témoignant d’un effet significatif au risque 5% est signalée en gras
- Les tests LSD ne sont réalisés que si I'effet associé est significatif
- Les valeurs reportées pour les niveaux du test LSD sont les moyennes par modalité de facteur (en % relargués )
- Les moyennes sur une méme ligne ne sont pas significativement différentes au risque 5%
- * : effets non-testés par manque de données (composés phénoliques absents des matrices en début d’expérience)

Cette capacité des matrices a retenir les compadgsrbés peut résulter de plusieurs
phénomeénes se déroulant au sein du produit que smifte expérimentation ne permet pas de
distinguer. Il est ainsi possible qu’une partie demposés phénoliques créent des liaisons
chimiques avec certains constituants de I'échantillS’agissant de composés phénoliques,

leur piégeage sous forme de phénoplastes réti@deenvisageable a partir d’aldéhydes
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éventuellement présents dans les échantillons gpigsoriginellement dans les filets de
poisson ou néoformés par I'oxydation des huilességs, Girard, J.P., 1988). Dans ce cas la,
la simple augmentation de température (passag® d€ Brs de I'adsorption a 50 °C pour
I'étude du relargage) ne peut pas entrainer uedilon de ces composes.

Par ailleurs, il est connu que les composés de dungérestent pas exclusivement en
surface et peuvent diffuser vers le cceur du pradétfois solubilisés. C’est une migration de
composes qui est d’autant plus envisageable dasatrices que celles-ci ne possedent pas
la macrostructure des filets de poisson réels (notant, les myoseptes qui délimitent les
métameres). La fraction des composés volatils i#&téplacée vers lintérieur de la matrice
expérimentale n’est donc plus disponible pour i@térée vers I'espace de téte.

Enfin, la rétention des composés phénoliqgues parctnstituants de la matrice peut
résulter d’interactions faibles (liaisons hydroggnanteractions de Van der Waals,
interactions hydrophobes, etc.). Celles-ci peuvieniter le passage depuis le produit vers
I'espace de téte, notamment en engendrant des ipleéées de solubilisation.

Les matrices contenant une part lipidique liberglibalement moins de composeés
phénoliques que les matrices maigres, sans qutipsssible d'identifier de différence entre
les trois huiles testées. Considérant les résuftaisédents, ceci pouvait étre attendu : les
composes étudieés sont piégés plus largement pandgiges contenant des lipides, a cause
de leur plus grande affinité pour la phase grasse gpur I'eau. lls sont donc également
d’autant moins libérés par des matrices pour ldkepids ont le plus d’affinité.

Par contre, étant donné que les trois huiles afjptws donné lieu a des comportements
sensiblement différents des échantillons auxquiéds €taient incorporées, il peut sembler
surprenant qu’aucune différence ne soit mise etheérge ici. Il est cependant possible que les
quantités relarguées soient trop faibles pour poudentifier des différences significatives.
Dans le cas contraire, cette homogénéité d'effsthagles sur le relargage montrerait que la
qualité de I'huile est principalement déterminameur le piégeage des composés par
adsorption. La désorption se déroulant ultérieurgme prendrait pas en compte les mémes
parametres de composition. Ce sont malheureusedesnhypothéses que cette expérience

seule ne permet pas de départager.

Le fait que tous les composés soient relarguédiengpandes quantités par des matrices

contenant plus d’eau peut étre lié a leur relatiydrophobie : les composés phénoliques
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étudiés ont globalement mois d’affinité pour lestnoas contenant une plus grande
proportion d’eau.

Si la différence de relargage est interprétée par différence d’affinité globale pour la
matrice en fonction de son ratio phase grasse dephqueuse, alors c’est également elle qui
explique que l'effet de I'ajout d’huile soit plusamqué que I'effet de I'ajout d’eau. La pulpe
de poisson utilisée comme base pour la fabricalies matrices modeles contient beaucoup
d’eau (81%) alors qu’elle ne contient pratiquemeas d’huile (1%). Ainsi, le ratio phase
grasse / phase aqueuse varie beaucoup plus |degaleg de 10 g d’huile que par 'ajout de
20 g d’eau. Ce serait donc ce qui expliqueraitlguementation du relargage par ajout d’eau
est plus faible que la diminution de relargagegpaut d’huile.

Il est néanmoins possible d’envisager l'effet ggdut d’eau d’une autre facon : un effet
de structure facilitant la migration des compodé&snpliques. Plus la part en eau de la matrice
expérimentale est importante, plus les composésadiées qui y sont solubilisés sont
mobiles dans le produit. Le relargage de la fractigant diffusé vers le coeur de I'échantillon
serait alors rendu plus efficace, car celle-ci ayplus facilement acces a la surface du

produit.

Il est difficile a notre échelle d’étude de conelwe maniere définitive quant a la nature
des phénomenes sous-jacents qui induisent cesetifiés de comportements. Il ne semble
pas exister de relation aussi bien marquée quescabulignées pour les phénomenes
d’adsorption entre les caractéristiques des congppbénoliques étudiés et les résultats de
relargage obtenus.

En prenant en considération les teneurs initiales chaque échantillon en compogés
phénoliques, il est possible de dire que les medricontenant de I'huile sont moips
susceptibles de libérer les composés piegés patiear
Par ailleurs, les matrices plus riches en eau ld@rde plus grandes quantités de compg@ses

phénoliques dans leur espace de téte.

XV.1. Conclusions

Il est & présent clair que la composition des mmadrialimentaires peut influencer les
phénoménes de sorptions se déroulant a linterfa@e I'air environnant (qu’il s’'agisse
d’absorption ou de désorption). Bien que les liexistant entre les résultats individuels et les
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propriétés physico-chimiques de composés étudigient’ pas été prouvées clairement, des
tendances fortes sont apparues, révélant des atworéd également visualisables par analyse

en composantes principales (Figure 93).

Données de piégeage Données de relargage
1 1
0,75 0,75
Augmentation
du relargage
05 e LogP 0.5 par ajout d'eau
. Pressionde
025 -\w_;:r_mru:al_r-q . vapeLr SR
X r’,;?g::dr Plégeage =2 0,25 o Saturante Tﬂ:ji:;k
g "huile Moye (=2 g
0 M~ 0
< &
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par ajout .
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4 075 05 025 0 025 05 075 1 4 075 -05 -025 0 025 05 075 1
F1(77,74 %) Gy
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ACP normées réalisées avec les résultats expérimentaux (A - piégeage des composés phénoliques ;
B - libération des composés phénoliques) et les valeurs de LogP et pression de vapeur saturante

Figure 93 : Cercles des corrélations des ACP réadies sur les données de piégeage et de relargage des
composés phénoligues par les matrices modéles

S’agissant de composés volatils participant a Lods a 'ardbme des produits, de telles
difféerences de comportement lors de la libératiansd 'espace de téte peuvent étre
déterminantes. En effet, la fraction volatile rglag#e par le produit constitue son odeur et
celle qui est relarguée en bouche, son arbme. DdEces alimentaires ayant tendance a
moins capter de composés odorants pendant le furedge les libérer a posteriori
développeront donc des espaces de téte moins richidfant en des différences d’intensité
d’odeur (ou d’ardme). Mais c’est en particulier tenmes de typicité d’arbme que de tels
phénomenes pourraient se révéler déterminantsretenant plus particulierement certains
types de composeés, une matrice pourra influencexpigort des différents constituants de son
arbme, et en changer les caractéristiques perguasyronsommateur.

Cependant, ces résultats doivent considérés agetimies imposées par la méthode
d’analyse, en particulier par 'absence de maanotiire organisée dans nos matrices. Nos

échantillons ne permettent en effet pas de preedreconsidération les phénoménes de

249



Résultats et Discussion - Seconde Partie

migrations de composés volatils tels qu’ils peuvawbir lieu a lintérieur d'un filet de
poisson a l'organisation multi-échelle trés stroétu

XVI. Adsorption des composés phénoligues par les

constituants de la chair de poisson

XVI.1. Fractions liquides

XVI.1.1. Huiles en mélange dans I'héxadécane

Des essais ont été réalisés pour tester I'adsormtes composés phénoliques a I'état
gazeux par 100 pL de mélanges C16/huiles avec mg®nions en huiles croissantes. Ces
expériences qui avaient pour but de mettre en gealeles phénomeénes d’interaction acide
gras-composés phénoliques indépendantes des phéeshe solubilisation n’ont cependant

pas pu étre interprétées.

En effet, méme si des tendances semblent se dégagiecertains composés phénoliques
(augmentation du piégeage avec l'augmentation gedportion d’huile dans le mélange, en
particulier pour les composés de masse molécu&srplus faibles), la variabilité des mesures
réalisées est trop importante. Il ne nous a pap@téible sur de telles séries de mesures de
réaliser des analyses statistiques ou des régnessle données (Figure 94). Pour des
proportions d’huiles allant de 1 a 20%, la varidbitie 'expérience pourrait étre attribuée a
une imprécision lors du préléevement de I'huile mbis mémes écarts de mesure sont

constatés sur toute la gamme d’étude.

Il est possible que ce soit la présence de I'héatk® dans le vial expérimental qui
perturbe la SPME réalisée dans I'espace de tétmensécet alcane peu volatil ne semble pas
étre tres abondant dans les espaces de téte ed dmasa trés forte quantité dans le vial
expérimental (Figure 95).
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% d'huile dans les 100pL d'échantillon
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Figure 94 : Piégeage de trois composés phénoliquear des mélanges Huile d'arachide/C16 (mesures
expérimentales et écarts-types sur les points régs)
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Figure 95 : Chromatogramme obtenu par HS-SPME / GG-ID sur un _espace de téte enrichi contenant
100 yL de C16
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La raison de variabilité des mesures expérimentaiesyant pas pu étre déterminge
précisément. Méme si la tendance qui semble segdégéa donc pas pu étre confirmée pu

infirmée ('augmentation du % d’huile augmentetaipiégeage), elle pourrait constituer uhe

piste pour des investigations ultérieures.

XVI1.1.2. Huiles et eau pures

XVI.1.2.1. Huiles

La Figure 96 présente des exemples de résultaisngdité obtenus en terme de quantités

de composés phénoliques gazeux piégés par des puiles placées dans I'espace de téte.
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Figure 96 : Piégeage de trois composés phénoligugazeux par des guantités croissantes d’huile de
saumon (valeurs expérimentales)

+ Le syringol et les isoméres d’isoeugénol ne sad @u tout captés par les huiles
liquides. C’est un résultat qui est parfaitementaggord avec ce qui avait été constaté
précédemment avec les matrices modeéles. Bien ge’ipermette pas de préciser si cette
absence de rétention est due a une trop faibleitéffpour la phase lipidique ou a une trop

faible volatilité, ce résultat reste une confirroatdes observations antérieures.

+ Les autres composés phénoliques de I'espace alintétagissent avec les échantillons
d’huile étudiés : les quantités croissantes d’lsugatrainent une plus grande rétention des
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analytes. Cependant, les quantités piégées diffdian analyte a I'autre : certains composés
phénoliques sont presque totalement captés parlésusolumes d’huile testés (de 20 a
180 pL, comme l'o-crésol) alors que pour d’autresnfme le 4-propylguaiacol) la quantité
d’analyte piégée varie beaucoup en fonction dumeld’échantillon utilisé (Figure 96).

Il est important de souligner que l'intensité dwégeage par sorption ne semble pas
dépendre de la surface de l'interface huile/aireHet, lors de la préparation des échantillons,
il a pu étre constaté que la surface d’huile expasést pas toujours identique. Pour des
volumes inférieurs a 60 pL, I'huile placée dansdapelle s’organise sous forme de goulettes
et la surface de contact huile/air augmente avewolieme d’échantillon. A partir de 60 pL,
I'huile recouvre toute la surface de la coupellefe@mant un ménisque sur les rebords de
celle-ci, la surface est identique quel que soioleime d’huile. Une inflexion de la courbe de
piégeage ou l'établissement d’'un palier a partir6@guL aurait indiqué que lintensité du
piégeage par sorption était limitante pour les ph@&mes étudiés, il ne semble pas que cela

soit effectivement le cas.

Hormis le syringol, le (Z)isoeugénol et le (E)isgénol, les composés phénoliques testés|sont

piégé de maniere croissante par des volumes cnaisgBhuiles.

XVI.1.2.2. Eau

Les résultats obtenus pour les essais réalisésdavieau sont globalement comparables

a ceux obtenus pour les huiles: le piégeage despases augmente avec le volume

d’échantillon exposé a I'espace de téte (Figure 97)

La principale différence avec les résultats obtgmus les huiles concerne le syringol et
les isoméres d'isoeugénol : ces composés sonttiedieent piégés par des échantillons
d’eau, alors qu’ils n’ont pas été pieges par désudiillons d’huiles.

Ce résultat est particulierement important caotlléve quelques interrogations. Il montre
sans ambiguité que ces composés phénoligues deativefment capables d’interagir avec
certains échantillongia I'espace de téte. L'absence de piégeage par legcasamodéles qui
a eté mise en évidence precédemment (voir XV.139).2eleverait donc bien d’un manque
d’affinité des ces molécules pour les produitségsinais pas d’'un probleme de volatilité. Or,
il peut étre surprenant de mettre en paralléle capacité a étre piégé par de I'eau et une
absence d’affinité pour des matrices contenant @ns65% d’eau.
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Il est possible que cette différence s’expliquews faible disponibilité de I'eau présente
dans les produits pour interagir avec les comppbégnoliques ou les solubiliser. En effet, de
par 'abondance de protéines dans les matricesrguaté utilisées, une grande partie de I'eau
peut étre liée -plus ou moins intimement- avecpleséines myofibrillaires (Sainclivier, M.,
1985a). Ces deux résultats ne sont donc pas ditente opposables puisque nous ne
connaissons pas la fraction de I'eau réellememntoditle dans les matrices modeles testées

précédemment.
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Figure 97 : Piégeage de trois composés phénoliguggzeux par des guantités croissantes d'eau (valeurs

expérimentales)

Exception faite de ces trois composés, le compamerdes molécules face a un volume
croissant d’échantillon liquide est globalementriéme : un piégeage croissant qui tend a se
stabiliser a une valeur maximale plus ou moins peates 2,5 pg équivalents d’origine, selon

le composé.

L’ensemble des composés phénoliques testés eétgaéganiére croissante par des volurhes

croissants d'eau.

XVI.1.2.3. Régression des courbes de piégeage

Afin de tenter de comparer plus aisément le conepueht des différentes molécules face
aux différents échantillons liquides, nous avonsc@dé par régression des données. Les
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résultats de piégeages ont éteé traités pour tauposé phénolique i et tout échantillon liquide
j comme des séries de données du type « Y = f(X) »
« piégeage analyte= f(volume d’echantillof) »

Dans un premier temps, nous avons tenté d’identifiemodéele mathématique permettant
de décrire globalement les phénomeénes de piégeagaentposés phénoliques observés. C'est-
a-dire : un modele mathématique qui puisse étr&t@jaux valeurs expérimentales de chaque
série de données par le choix de coefficients ggj@® Pour cela, un ensemble de modeles

mathématiques a été testé (Tableau 63) sur I'erisatel couples analyte-échantillon.

Tableau 63 : Modéles mathématiques de régressiorstés

# Modéele Equation du modele
1 Y2 =f( X2 ) Y =V(a + b*X?
2 Y2 =f( X ) Y = V(a + b*X)
3 Y2 =f( InX ) Y = V(a + b*In(X))
4 Y2 =f( X ) Y = V(a + b/X)
5 Y2 =f( VX ) Y =@+ b*V (X))
6 Y =f( X2 ) Y = a+ b*X?
7 Y =f( LnX ) Y = a + b*In(X)
8 Y =f( X ) Y = a+ b/X
9 Y =f( VX ) Y = a+ b*(X)
10 Y =f( X ) Y =a+b*X
11 Y =f( X" ) Y = a*x®
12 LnY =f( X2 ) Y = @29
13 LnY =f VX ) Y = g@* o)
14 Lny =f( X ) Y = e@* )
15 LnY =f( 1/X ) Y =@+
16 1Y =f( InX ) Y = 1/(a + b*In(X))
17 Y =f( VX ) Y = 1/(a + b*V(X))
18 Y =f( VX ) Y = 1/(a + b*X?)
19 Uy =f X ) Y = 1/(a + b*X)
20 Y =f( 1X ) Y = 1/(a + b/X)
21 VY =f( X2 ) Y = (a + b*X?)?
22 VY =f( InX ) Y = (a + b*In(X))?
23 VY =f( 12X ) Y = (a + b/X)?
24 VY =f( X ) Y = (a + b*X)?
25 VY =f( X ) Y = (a + b*V(X))?

Ces modeles ont d’abord été comparés entre ewnrees d’ajustement a I'ensemble des
données, par calcul des coefficients de corrélatjosté et par réalisation d’'un test de manque
d’ajustement grace aux mesures repétées :

+ tout modéle présentant un coefficient de corm@a@justé inférieur a 75% pour au

moins un couple analyte-échantillon n'a pas ét&ene ;
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+ tout modeéle présentant un manque d’ajustemenifisafif (au risque de se tromper de

5%) pour au moins un couple analyte-échantillonpaa été conservé.

Parmi les modéles restants (#7 ; #11 ; #15 ; #2A2) qui sont dans I'ensemble ajustables

a toutes les séries de données, c’est le modeadeitlogique (#7) qui a été conserve :
Y = a+ b*In(X)

D’une part, il s’agit d'un des modeles présentastdoefficients de corrélation ajustés les
plus élevés (en moyenne 84,4%). D’autre part,éspnte I'avantage d’étre formellement plus
simple, les valeurs de ses parameaggonstante) eb (pente) sont donc plus facilement
interprétables. C'est en particulier vrai par comjson aux modéles #11 (Ya*X") et #22
(Y = (a + b*In(X)) ? qui sont les seuls & présenter des coefficiemtsotrélation globalement

aussi éleveés (respectivement 84,3% et 84,4% enmmeye

Il faut souligner que pour des raisons techniguestre domaine expérimental ne
comporte pas de mesure étre 0 uL (référence shastdlon) et 20 pL. Les valeurs calculées
par les modéles sur cette gamme de volumes d’étbastrelevent donc de I'extrapolation
pure et ne peuvent pas étre validées expérimergaler@eci ne pose pas de réel probleme
pour notre démarche car nous n'utilisons pas lesiéles mathématiques a des fins de
prévision. Simplement, méme si les données calswdért disponibles pour n'importe quelle
valeur de volume d’échantillon, les conclusionsuéss de la comparaison des différents

modéles ne seront applicables que dans le domeapgimental réel : entre 20 et 180 pL.

—hb=0,417

b=0,317
—3=1,570

b=0,217

a=1,170

a=0,770
b=0,117

a=0,370

Quantité piégée prédite (ug)
Quantité piégée prédite (Lg)

0 50 100 150 0 50 100 150
Volume d'échantillon liquide (uL) Volume d'échantillon liquide (uL)

a=1,170 et b = 0,217 sont les moyennes des deux coefficients sur I'ensemble des régressions réalisées

Figure 98 : Influence des valeurs des parametres duodéle de régression
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La Figure 98 illustre la traduction des deux caidfits du modéle :

+ La constanted) est un parametre de position, elle définie lautéur » de la courbe,
mais pas I'amplitude de ses variations. Il est #mqu’'une constante négative est possible,
elle indique alors que le piégeage du composé dérésin’est effectif qu’a partir d'un certain
volume d’échantillon. Une valeur de constartebasse témoigne donc d'un piégeage
globalement plutot limité.

+ La pente ) définit F'amplitude des variations de piégeageeé des valeurs de pente
décroissantes, le piégeage varie moins et seistaplus rapidement a un palier. La valeur de
piégeage maximale correspondante est en méme w@mpgant plus réduite que la pente est
faible. Une valeur de pente basse témoigne donc a la fois d’'un piégeage linmtais
également d’'une « saturation » plus facilementraée

Les valeurs des deux coefficients calculées pouenseémble des couples
analyte-échantillon sont regroupées dans le Talldau

Tableau 64 : Parameétres de régression logarithmiqu€Y = a + b*InX) des données de piégeage de
composés phénoligues par des échantillons liguides

Echantillon
c . o 3 S
omposé o
phénoplique U‘S‘j g S g
= © ©
©) < ]
a b a b a b a b
Phénol 2,174 10,061 | 2,291 0,038 2,349 | 0,028 | 2,313 | 0,035
o-crésol 1,877 10,114 2,286 0,040 | 2,348 | 0,028 | 2,327 0,032
p-crésol 1,994 :0,092| 1,776 :0,130| 1,911 0,111 | 1,891 0,111
Guaiacol 2,077 {0,078 | 2,302 | 0,037 2,350 | 0,028 | 2,310 | 0,036
2,6-diméthylphénol | 1,332  0,210| 2,386 : 0,021 | 2,419 0,015 | 2,409 0,017
3-éthylphénol 1,613 : 0,158 | 0,592 0,286 | 0,486 0,348 0,527 i 0,330

4-méthylguaiacol 1,941 10,102 1,993 | 0,093 | 2,106 | 0,075 2,079 | 0,078
4-éthylguaiacol 1,516 1 0,176] 1,104 {0,238 | 1,195 : 0,241| 1,229 | 0,227

Thymol 0,180 : 0,387 0,258 :0,307 | -0,072 ; 0,429 -0,033 ' 0,407
4-vinylguaiacol 1,408 : 0,193 0,373 0,279 -0,095 : 0,426 | -0,256 : 0,438
Syringol 1,664 0,111 S S S * * *
Eugénol 0,918  0,275| -0,342 {0,349 -0,651 { 0,478 -0,733 | 0,485
4-propyguaiacol 0,508 :0,338] -0,153 : 0,357 | -0,617 : 0,515 | -0,484 : 0,478
(Zz+E)isoeugénol | -2,897 | 0,975 * * * * * *
Somme 21,618 : 2,337 | 22,406 : 1,649 ] 20,493 : 2,292 | 20,537 : 2,223

* : pas de modéle, aucun phénoméne de piégeage détecté

Une analyse rapide des coefficients obtenus nousgted’établir une relation linéaire
forte entre les valeurs de constardedt de penteh) sur 'ensemble des données comme le

montre la Figure 99.
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" | b=-0,159*a + 0,403
R2=0,975

Constante

(@)

Figure 99 : Relation linéaire entre la pente et l@onstante des modéles de régression

Les couples analyte-échantillon ayant des modélasld valeur de la pentb)(est élevée
présentent donc toujours une valeur de constahfaibple. Cette corrélation s’explique par le
fait qu’aucune courbe expérimentale ne présenfgatier a des faibles niveaux de piégeage.
Lorsqu’il y a présence d’'un palier de piégeagesilproche de 2,5 ug et témoigne en fait d’un
piégeage quantitatif de I'analyte présent danspées de téte. Afin de pouvoir ajuster le
modéle a une courbe expérimentale présentant uar paElkevé atteint rapidement, il est
nécessaire de « compenser » une valeur de pehte palier atteint rapidement, mais a un
niveau de piégeage réduit) par une valeur de catesilevée (niveau de piégeage global
éleveé).

Grace a cette forte corrélation, nous pouvons dénsi qu’'un seul des deux coefficients
permet de définir le comportement de I'analyte a4agis de I'échantillon considéré. Nous
avons choisi d’utiliser la constanta) (car elle varie dans le méme sens que le piegdese
composeés phénoliques : plus la constante du matilegressiona) est élevée, plus le
composé phénolique étudié a I'état gazeux posséaaféindé pour I'échantillon liquide
considéré (Figure 100). D’aprés notre modele mastiéue, la valeur dea] représente la
quantité de composé phénolique piégée par 1 plhdigtdlon liquide. Cependant, ce volume
d’échantillon ne faisant pas partie de notre domaixpérimental, les valeurs dg (e seront

interprétées qu’en tant qu’indicateurs d’affiniegative.
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Figure 100 : Comparaison de deux composés phénolieg ayant des comportements différents vis-a-vis
d’échantillons d’eau (données expérimentales et callées)

L’ensemble des données de piégeages des compeésédigunes par des échantillons quuidbs

est décrit efficacement a I'aide d’'un modele deeégion logarithmique :
piégeage analyte= a + b*(volume d’échantillor)

La valeur de la constante du modele ajusté pourcomple analyte-échantillon peut-étfe

utilisée comme un indicateur positif de I'affinité I'analyte pour I'échantillon.

XVI.1.2.4. Affinité des composés phénoliques pour |  ’eau et

les huiles

Les résultats précédents nous permettent a présegbmparer le comportement des
difféerents composés vis-a-vis des différents édlams liquides sur la base d'un critére
unique : la constantea du modele de régression logarithmique. L'ensendas résultats
obtenus est présenté a la Figure 101. C’est unendifon qui est cohérente avec les
constations réalisées en utilisant les matricesategdors de la mesure du piégeage et du
relargage des composés phénoliques a I'état gakeaxdifférences de sorption induites par
les trois types huiles étaient relativement faiblesur le piégeage et n’étaient pas

significatives pour le relargage.

Les plus forts écarts de valeurs de la constantsofa constatés globalement entre I'eau

et les trois huiles, témoignant bien de différendescomportement vis-a-vis de la phase
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grasse et de la phase aqueuse. Nous pouvons giadlalistinguer plusieurs types de
composés phénoliques étudiés, en termes de piégaages deux types échantillons :

+ les composés qui sont largement piégés par tsuypes d’échantillons testés (phénol,
o-crésol, p-crésol, guaracol, 4-méthylguaracoltrdguaiacol et thymol) ;

+ les composés qui présentent une meilleure affip@ur la phase aqueuse
(3-éthylphénol, 4-vinylguaiacol, syringol, eugénbhropylguaiacol et (Z+E)isoeugénol) ;

+ le 2,6-diméthylphénol, qui semble étre le seulygaa étre clairement mieux piége par

les huiles que par I'eau.
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Pour les composés non-piégés par un substrat, la valeur de constante a été arbitrairement fixée a -4 pour
représenter une affinité négligeable

Figure 101 : Affinité des composés phénoligues poules substrats liquides exprimée par la constanteud
modele de régression logarithmigue

Il est cependant difficile de relier ces différemoge comportements a certaines des
caractéristiques physico-chimiqgues des composésnofibges étudiés (notamment
I'nydrophobie et la volatilité). Nous pouvons etieefpenser qu’il y a une tendance globale
des composeés les plus volatils a étre plus retamas les échantillons liquides testés (Figure
102-B), comme cela avait également été mis en Beal@vec des matrices modeles (voir
XV.1, p.239). En revanche, il ne semble pas y adarrelation entre les différences de

piégeage des composés et leur hydrophobie reléfiggrire 102-A), alors que les mémes

260



Résultats et Discussion - Seconde Partie

expeériences réalisées avec des matrices modelentav@vélé une tendance des composeés

plus lipophiles (LogP élevés) a étre plus reterardgpphase lipidique.
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Figure 102 : Relations entre les propriétés physiechimigues des composés phénoligues et leur piégeag
par la phase agueuse et lipidigue
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Il existe dans I'ensemble peut de différences iditdf pour les trois huiles testées. Les

composés phénoliques se distinguent principaleeenérmes de différence de piégeage [par
la phase aqueuse et la phase lipidique.
La volatilité des composés semble prédominante [@prégeage par les deux types phages,
mais les écarts de comportement face a I'eau #tudlé ne semblent pas explicables par ¢les

différences d’hydrophobie.

XVI.2. Protéines sarcoplasmiques
Dans un premier temps, la capacité des protéinesoasmiques lyophilisées et
réhydratées a adsorber les composés phénoliqigateghizeux a été vérifiée lors d'une série
d’essais préliminaires. Aprés quoi, le piégeageadsscomposés par des mélanges protéines

sarcoplasmique/eau a été étudié par un plan d'expér
L’analyse des espaces de téte obtenus pour chagoedu plan expérimental permet

d’estimer des surfaces de réponses sur le domaérimental. Un exemple est présenté

Figure 103 : le piégeage du 4-méthylguaiacol.
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Figure 103 : Surface de réponse estimée - piégeade 4-méthylguaiacol gazeux par des mélanges
eau/protéines sarcoplasmigues
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Ces surfaces de réponses et les modéles assoaiésdificilement exploitables
directement, en particulier car ils ne rendent gampte de la significativité des variations.
Les résultats obtenus sont donc analysés par ANCAMiA, de pouvoir déterminer quelles
évolutions de piégeage sont significativement liges caractéristiques du mélange testé. Le

Tableau 65 présente I'ensemble des résultatstgjats associés.

Tableau 65 : Résultats d'analyse statistigue des doées du plan d'expérience de mélange eau/protéines

sarcoplasmigues

Niveau Protéines? | Protéines | Eau?
_de Protéines Eau + * + Bloc
piegeage bloc Eau bloc
moyen P-value P-value
val P-value val P-value | P-value | P-value
(1)) Effet* Effet*
Phénol 2,457 tigse 0,073 ity 0356 | 0293 | 0184
+0,040* -0,039*
1
o-crésol 2429 < 0,000 0,138 0,000 0428 | 0077 | 0,780
+0,092* -0,077*
p-crésol 2,429 0,009 0,096 0,009 0,465 0,329 0,261
+0,059* -0,070*
0,001 0,011
Guaiacol 2,428 0,067 0,058 0,159 0,164
+0,056* -0,044*
L 2,6- . 2,363 0,001 0,254 0,000 0,221 0,059 0,547
diméthylphénol +0,213* -0,157*
3-éthylphénol 2,318 0,170 0,091 0,232 0,456 0,961 0,609
<
4-méthylguaiacol | 2,414 0,0001 0,084 0,002 0,321 0,233 0,325
+0,084* -0,079*
4-éthylguaiacol 2,358 0,001 0,220 0,003 0,639 0,446 0,789
+0,156* -0,163*
0,018
Thymol 2,191 0,280 0,057 0,886 0,915 0,340
+0,386*
4-vinylguaiacol 2,199 0,330 0,154 0,427 0,537 0,715 0,630
Syringol 1,704 0,981 0,543 0,724 0,777 0,106 0,829
Eugénol 2,139 0,203 0,279 0,368 0,660 0,648 0,807
. 0,031
4-propyguaiacol 2,141 0,365 0,089 0,803 0,968 0,799
+0,327*
(z+E)isoeugénol | 1,414 0,415 0,695 0,907 0,677 0,345 | 0,713
Somme 30,711 0,122 0,328 0,362 0,747 0,510 0,856

- Les niveaux de significativité témoignant d’un effet significatif au risque 5% est signalée en gras
- Les valeurs d’effets ne sont données que pour les facteurs ayant un effet significatif (*)
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Ces résultats nous permettent en premier lieu diéievéqu’il n’existe pas dans notre
expérience d’effet de bloc. De par la conceptionpthn d’expériences utilisé, il n’est pas
possible d'étudier l'effet quadratigue de la quiEntd’eau (« eau?») et de protéines
(« protéines? ») individuellement, ceux-ci sont foolus avec l'effet de bloc. Etant donné
gu'’il n’existe pas d’effet de bloc significatif, ne pouvons considérer que nous avons bien pu

evaluer et tester les effets quadratiques des pawametres.

L’analyse du plan d’expérience montre qu'une quéntiroissante de protéines a
augmenté le piégeage des composés phénoliqueseirdiag de la quantité d’'eau ajoutée
(effet « protéine » significatifs, mais pas d’efkeprotéines*eau » significatifs). Ceci peut
indiquer d'une part que l'aptitude a capter les posges phénoligues des protéines
sarcoplasmiques est la méme quelle que soit latidé&tydratation. Si cela n’était pas le cas,
le piégeage n'aurait pas été influencé par la digadie protéines présentes mais par la
quantité de protéines effectivement réhydratéesiAimormis les deux exceptions déja citées
(syringol et (Z+E)isoeugénol, voir ci-apres), tdes composeés phénoliques ont été au moins
partiellement captés par les protéines, méme llgsi n'ont pas été du tout réhydratées.

C’est un aspect des résultats qui est détermireaniti cous montre que le piégeage des
composeés étudiés est bien réalisé par les protéméme si nous n’identifions pas de
différence statistiquement significative selondeantités de protéines utilisées.

D’autre part, ces résultats indiquent indirecteniemapacité des composés phénoliques a
diffuser a travers le phase aqueuse, jusqu’auxéimed ou ils seront retenues. En effet,
'augmentation du piégeage causeée par 'augmentdeda quantité de protéines est le méme
quel que soit la quantité d’eau présente. C’esfugemontre la Figure 104 a travers I'exemple
du 4-méthylguaiacol. Nous pouvons en conclure qaesdces conditions linteraction
protéines/composés phénoliques (hors syringol€E)iBoeugénol) est réalisée en présence et
en I'absence d’eau selon des cinétiques et dessitds comparables : I'eau n'a pas d’effet

« barriére ».
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Figure 104 : Graphique de l'interaction protéines*au pour le 4-méthylguaiacol

Nous avons par ailleurs pu noter que certains ceggp@hénoliques n‘ont pas été
adsorbés par les échantillons qui ne contienneatdss protéines seches (P15 et P16).: le
syringol et I'isoeugénol (Z+E). Qui plus est, |€égeage de ces composes est plus faible dans
les échantillons P03 et P04, c’est a dire cewpqasedent le ratio eau/protéines le plus faible
(0,34). Ceci pourrait indiquer que l'adsorption @es molécules par les protéines
sarcoplasmiques nécessite une présence d'eau.cPaas il n'est cependant pas possible de
préciser si l'action de lI'eau se fait au niveau l@malyte (par exemple : nécessité de
solubilisation du composés phénolique) ou du sabgbar exemple : nécessité d’hydrater les
protéines pour qu’elles puissent avoir une confoionaspatiale adéquate). Il aurait également
pu étre envisagé que ces composeés n‘aient pasutlinteragi avec les protéines, méme une
fois réhydratées. Le faible niveau de piégeage pesrquatre points expéerimentaux (P15,
P16, P03 et P04) serait simplement diU a la faibentité d’eau présente. Cette hypothése
n'est cependant pas soutenue par les résultaistigizes puisque la quantité croissante d’eau
n'a pas engendré de piégeage croissant, commeaceéga été mis en évidence avec des
volumes d’eau pure comparables (voir XVI.1.2.258)2

Ce résultat est particulierement intéressant pulisquourrait fournir une autre
d’explication qu’'un manque de volatilité ou de lyhdlie a I'absence de piégeage du syringol
et des isomeres d’isoeugénol par des matrices e®debir XV.1, p.239). En effet, les
matrices modéles ont été fabriquées a partir dpepdé poisson, c'est-a-dire des protéines
myofibrillaires insolubles. Ainsi, méme si les meds utilisées étaient trés riches en eau, le

syringol et les isoméres d’isoeugénol ne pouvaientt-étre pas interagir avec ces protéines
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non-solubilisées. Bien que cette hypothése de #islation du substrat et de l'analyte
n'explicite pas totalement I'absence d’interactgymingol/matrice et isoeugénol/matrice, elle
permet de comprendre I'importance d’'une démarckagnt en compte les composants de la

chair de poisson en mélange et a I'état pur.

Dans I'ensemble, les niveaux de piégeage moyersemblent pas étre directement liés
aux caracteristiques des composeés étudiés. Laigmeds vapeur saturante pourrait sembler
étre liés par une loi logarithmique (Figure 105¢p€ndant, en dépit de I'allure de la courbe,
la régression logarithmique ne révele pas une ttel&ion (R2 = 0,55%).

Un grand nombre d’analytes étant piégés presqégraement sur I'ensemble du plan
d’expérience, il est possible que I'interprétatamces résultats soit limitée par notre gamme
d’étude. En effet, il envisageable que sur une gardempiégeage plus étendue (ici limitée a
2,5 ug par la quantité introduite dans I'espacdéde), des écarts plus importantes puissent

étre mis en évidence au sein des composés phéeskijudiés.
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Figure 105 : Relation entre la pression de vapeurasurante des analytes et leur piégeage moyen par
adsorption

Enfin, bien que significatifs, les effets (linéaret quadratiques) de la quantité de
protéines présente dans le vial expérimental supiégeage des composés phénoliques
doivent étre relativisés. En effet, les variatigtegistiguement significatives représentent une

part tres marginale du piégeage global qui exc&dé gour les composés concernés (Figure
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106). C’est bien ce qui se retrouve sur les susfateeréponse (Figure 103) dont les pentes

sont faibles et les inflexions peu marquées.
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Figure 106 : Piégeage du 4-méthylguaiacol par desiantités croissantes de protéines sarcoplasmigues e
présence de 50 ylL d'eau

La faible amplitude de ces variations peut étre dda quantité limitée de composés
phénoliques dans le vial expérimental. Les compasésernés étant tres largement piegés
par les faibles quantités de protéines sarcoplassida fraction libre restante dans I'espace
de téte n'est pas suffisante pour permettre lactiéte de variations de piégeage de forte
amplitude lorsque la quantité de protéines augmente

Toutefois, il reste également envisageable quevagations ne sont pas limitées par la
quantité d’analyte présente dans le vial, ellesésgnteraient alors le comportement réel des
composés concernés face a des quantités croissntetéines. Dans ce cas la, il serait
possible que de telles modifications de I'adsorpties composés phénoliqgues ne soient pas
déterminantes ou majoritaires lors du fumage d'rodpit riche en protéines comme un filet
de poisson.

Quoi qu’il en soit de la justification de la faiske de ces variations, leur existence nous
prouvent néanmoins bien I'existence d’interactiense les composés phénoliques volatils et
une fraction protéique du poisson que cette exmgriation seule ne permet pas d’élucider

compléetement.
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Le syringol et les isomeéres d'isoeugénol ne sermpbsprésenter une aussi grande caparité
a interagir avec la fraction sarcoplasmique destpnoes de poisson en présence d’eau jque
les autres composés phénoliques étudiés.
Cependant, I'ensemble des autres molécules testéaté piégés en tres large partie par Jes

échantillons testés et ont permis de mettre clagr@nen évidence 'existence de rétentior] de

ces composeés volatils au niveau des protéines.

XVI.3. Conclusions

Cette série d’expériences a permis de mettre edtege un certain nombre d’éléments
potentiellement déterminants dans le cadre du fenthigliments. Avant tout, il a pu étre
montré sans ambiguité que les composés phénolicplatls a I'état gazeux peuvent dans
I'ensemble étre captés par sorption par I'ensemédefractions du filet de poisson.

Les composés phénoliques qui se démarquent leddsistendances générales sont le
syringol, le (2)isoeugénol et le (E)isoeugénol. Xceune sont en effet pas piégés par les
huiles et ne semblent pas non plus pouvoir inteegc les protéines solubles.

Bien qu’il semble se dégager certaines tendancesipks résultats obtenus (en
particulier des liens entre l'adsorption des conggsophénoliques et leurs propriétés de
volatilité), celles-ci n'ont pas pu étre clairemedémontrées. Il est possible que la
confirmation -ou linfirmation- de celles-ci puissenir d’'un élargissement de la gamme
d’étude, afin de disposer de données qui ne sérpanlimitées par la quantité initiale de
composés phénoliques.

Cependant, en prenant en compte les limitation8rarties a la méthode d’étude choisie,
il a été possible d’analyser indirectement des ph#mes d'interactions entre composés
volatils et substrats liquides et solides. La fegesles écarts mesurés lors de certaines
expériences peut laisser des doutes quant a lighiolin de ces résultats dans le cadre d'un
fumage réel. En revanche, elle montre la pertineleckétude des phénoménes de sorptions a

travers I'analyse de I'espace de téte telle quaiété réalisée.
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XVII. Conclusions - Seconde partie

L’ensemble des travaux visant a la compréhensiondépdt et de I'adsorption des
composes de la fumée au cours du fumage a permpsodeire une variété de résultats a
visée technologique et théorique.

Les expérimentations réalisées a l'aide de matnnedeles ont montré l'intérét d’'une
telle approche pour I'élucidation partielle du mesus de fumage. Les échantillons mis en
oeuvre ont permis de souligner clairement I'impoctade la composition du produit a fumer
tout en s’affranchissant de la structure organthédilet de poisson. Lors des expériences
réalisées en conditions de fumage réel, nous apansonstater que c’est en particulier la
présence d'une phase lipidique qui peut accéléari¢thissement du produit en composés
phénoliques et hydrocarbures aromatiques polyayetiq

Par ailleurs, le développement d’'une méthodologitinente et facilement mise en ceuvre
a rendu possible I'étude spécifigue des phénomdaesorption des composés phénoliques
pouvant se dérouler pendant le fumage. Les es@aiiséds avec des matrices modeles ont
permis de confirmer 'importance de la présencené’'phase grasse lors de la captation des
composeés phénoliques a I'état gazeux. Qui plusilespnt également permis de mettre en
évidence des phénoménes de relargage de compdaéks \différents selon la composition
du produit. L'ensemble de ces observations indgéatadonc a mettre la connaissance de la
composition des produits a fumer au centre descpugations des industriels, puisque
celle-ci peut avoir des effets tant technologiquésrs du process de fabrication)
gu’organoleptiques (au niveau du produit fini).

Enfin, les travaux réalisés en milieu modéle stegignt permis de mieux comprendre le
réle spécifiqgue de chaque composant de la chgwodson dans ces phénomenes de sorption.
La plupart des composés phénoliques volatils étudiketat gazeux se sont révelés capables
d’étre piégés et d’interagir avec n’importe queltaction du filet de poisson (lipides,
protéines, eau). Cependant, certains analytes comsynieagol, le (2)isoeugénol et le
(E)isoeugénol ne semblent pas systématiquementgiteavec les lipides et les protéines
solubles sarcoplasmiques. Ceux-ci mettent en dagbbable complexité de I'ensemble des
phénomenes de sorptions se déroulant au coursnaagki pour les milliers de composés de
natures différentes présents dans la fumée. Bienlayportée de ces résultats soit restreinte
par la simplification du milieu d’étude, ceux-civwant des perspectives d'études pour tendre

a une meilleure connaissance de la physicochimiemage.
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L'objectif de ces travaux était d’apporter de naauwe éléments de compréhension et de
maitrise du procédé industriel de fumage, en pdigiclors des étapes de production de la
fumée et d’exposition du produit. La fumée étant milieu d’'une extréme complexité
chimique, son analyse exhaustive n’était pas egemale au cours des différentes étapes de
ces travaux. Nous avons donc ciblé les deux cladsesiques prépondérantes de la fumée
qui permettent d’appréhender les aspects positifeégatifs du fumage : les composés
phénoliques volatils d’une part et les hydrocarbuaematiques polycycliques d’autre part.
Les études réalisées sur ces familles de compos@®aé sur :

+ |e fonctionnement d’'un générateur industriel dede alimentaire,

+ I'enrichissement en composés de fumée d’alimenidaies soumis a un fumage,

+ e piégeage par sorption de composeés phénolicaredgs matrices modeles.

L’échelle et les outils d’étude ont d( étre adampécifiquement afin de répondre a
chacune des problématiques, ce qui a imposé lelappament et la mise en place d'un
certain nombre des éléments utilisés. Afin d’aralydirectement la composition de la fumée,
nous avons été amenés a mettre en place un pdotplexe a taille industrielle comprenant
un piege a fumée construit pour les besoin de rtrde. Nous avons également fabriqué des
matrices modéles a base de constituants de poikstinla composition variable permet de
reproduire globalement celle d’'une large gamme i#sfde poisson. Du point de vue
analytique, bien que l'utilisation de la chromatgguie en phase gazeuse bidimensionnelle
totale ait été envisagée, son apport ne s’est @adlér déterminant pour I'étude de nos
composés cibles. Enfin, une méthode d’analyse elpdice de téte a été développée pour
permettre de mesurer facilement les phénomeénesrgean se déroulant a l'interface de I'air

et d’'un produit.

La production de fumée a partir d'un générateur a fiction est principalement
dépendante de deux parametres technologiquesengs d’appui de la blche sur le rotor, et
I'essence de bois utilisée. Les résultats obterustment cependant I'intérét d’autres éléments
moins souvent envisagés, comme I'apport d’air com@rdirectement au niveau de la zone
de pyrolyse, pour pouvoir diminuer la contaminatien HAP. L'utilisation du pilote
expérimental a également permis de souligner lgpt@xiié du fonctionnement de ce type de
générateurs de fumée. Contrairement aux générgiigdraditionnels pour lesquels le bois

(sous forme particules) sera surtout déterminargallesa composition chimique ; nous avons
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pu mettre en avant le réle potentiel de ses carstitgies physiques lorsqu’il est utilisé sous
forme de blches.

Un effort dans [linstrumentation de générateurs fdenée a friction serait tres
probablement le moyen le plus direct d’aboutir & yplus grande maitrise de leur
fonctionnement. Il est en effet nécessaire de pioparvenir a une meilleure connaissance
des conditions de fonctionnement, et tout particalnent en termes de température de
pyrolyse subie par le bois. L'utilisation de blchesonstituées a partir de copeaux serait
eégalement une approche intéressante. Il seraitfenpessible de distinguer I'influence de la
composition d’'un bois de celle de sa dureté en ecvam les fumées obtenues a partir de
matériaux chimiquement proches mais physiquemdéiétreints.

Le fumage de matrices modéles en conditions indugttles a permis de montrer
clairement que la composition du produit peut émeparametre déterminant du procédé de
fumage. Etant donné que la présence d’'une phadealip augmente de maniére significative
le dépbt des composeés de la fumée, nous pouvornisagey par exemple que des poissons
gras comme le saumon subiront un fumage plus iitgqne des églefins traités dans des
conditions identiques. Le fait que les matrices éhesl utilisées soient déstructurées ne limite
que partiellement la portée de ces résultats qat potentiellement transposables a des
produits alimentaires réels a base de mélées mi{kges saucisses) qui ne possedent pas non
plus de macrostructure organisée

Une prolongation de ces travaux pourrait évidemnére le suivi de la cinétique de
fumage sur des durées plus longues. Celles-ci gieatrd’'une part étre a méme d’apporter
des informations plus détaillées concernant legdoatbures aromatiques polycycliques et
d’autre part d’apprécier de plus fortes charges@nposés phénoliques. Cependant, de telles
investigations ne sembleatpriori spécifiquement pertinentes pour le fumage de poigsie
si les matrices employées permettent de prendmesidération la structuration du filet. En
effet, a mesure que le fumage se déroule, les phm&mes d’enrichissement de surface sont
progressivement limités par les phénomeénes destbiffuau cceur du produit. Il est probable
gu’'a mesure que ceux-ci deviennent déterminantsfriecturation du produit devienne un

point critique du processus global de fumage.

La mise en évidence des phénomenes de sorptiampliquant les composés phénoliques
a linterface du produit a avant tout permis defrorer I'existence des phénomeénes de

transfert de composés aromatiques a partir dedaepbazeuse de la fumée. Par ailleurs, les
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résultats obtenus ont permis en partie de confiehdrexpliquer les observations réalisées en
conditions de fumage réel. Bien que la méthodolegiployée ne soit pas quantitative, elle a
permis de mettre en évidence des difféerences depadement des composés étudiés, en
particulier en termes d’affinité avec les fracti@wieuse et lipidique du filet de poisson.

Ces résultats pourraient étre complétés par I'étlgiee plus grande variété de composés
volatils de la fumée. En effet, la prise en conge molécules de classes chimiques variées
aux propriétés physico-chimiques tres différentsis peut-étre le moyen d’établir des liens
plus marqués entre phénomeénes de sorption et rdgareomposeés impliqués. En particulier,
comme il a été montré qu’une partie des HAP les [dgers était probablement soumise a des
phénomenes de sorption comparables pendant le &gy étude par la méme méthode
serait envisageable. Elle nécessiterait cependamtathénagements adéquats, pour pouvoir
prendre en considération les spécificités de lymebe ces molécules (que ce soit au niveau

de I'extraction, de la séparation ou de I'analyaegpectrométrie de masse).

Finalement, il ressort de ces travaux que la cohgmg&ion et la maitrise de I'ensemble du
de fumage passe par I'étude conjointe de procédiésiriels réels et de mécanismes physico-
chimiques en milieu modéle. Bien que des zones kifempersistent a I'’heure actuelle sur
bien des aspects du fumage, la poursuite de ceauttadevrait permettre de continuer
'amélioration des produits de fumaison. En patigry la mise en place de nouvelles
reglementations et la pression des consommateursgoent imposer aux acteurs de la filiere

d’élucider plus précisément les phénomenes so@sH{sinis en jeu.
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Annexe 1

DOSAGE DE LA MATIERE MINERALE

Sécurite :

Porter une blouse et des gants
Objectaf -

Deéternuner la teneur en matiére nunérale de poisson ou produit a base de poisson aprés incinération a 550°C.
Maténel :

Broyeur type TURMIX

Dessiccateur garmi d un déshydratant efficace
Balance analvtique de précision

Etuve umiverselle reglee a 103°C£2°C
Creusets a incinération en porcelaine
Aluminium

Spatules

Four a moufle a 550°C

Y VY YNYYY

Mode opératoire :

Effectuer cette analyse sur trois prélévements par échantillon

»  Sécher les creusets 30 minutes dans 1" étuve réglée a 105°C£2°C

»  Apres refroidissement a température ambiante dans le dessiccateur, peser soigneusement le creuset a
vide avec la femlle d”alununium qui servira de couvercle durant I’ memération (soit M cette masse)

r Homogénéisation de 1" échantillon

= Mettre I'équivalent de 10 g de matiére fraiche. pesés avec précision. dans le creuset Recouvrir le creuset
d’'une fewlle d’alupunium. Peser. (soit M, cette masse). Mettre le tout dans le four a 550°C durant 5
heures mimnmmm  Les cendres doivent étre blanches ou gris claires, apparemment deépourvues de
particules charbonneuses. ATTENTION. le marqueur est carbomsé dans de telles conditions. veiller a
identifier d une autre maniére les échantillons et de bien repérer leur place dans le four.

~ Attendre le refroidissement complet du four avant d’ouvrir la porte et sortir les échantillons

» Placer le creuset dans un dessiccateur en attendant leur retour a température ambiante. Peser avec
precision (soit M; cette masse)

Expression des résultats

La teneur en matiére minérale pour cent en masse de ['échantillon est égale a :

M, -M,
---------- — %100
M; — M,

M, : Masse en gramme du creuset + femlle d’aluninium
M, : Masse en gramme du creuset + feuille d alununium + échantillon
M, : Masse en gramme du creuset + fewlle aluminium + échantillon apres mcmération

Prendre comme résultat la movenne armthmeétique des trois déterminations s1 mes conditions de répétabilité sont
remplies.

Exprimer le résultat a 0.1% prés

Répétabilité

La différence entre les résultats de deux détermunations. effectuées sumultanément 1'une aprés autre par le
meéme analyste ne dort pas étre supérnieure a 0.1 g pour 100g d’échantillon.
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Annexe 2

EXTRACTION DES LIPIDES PAR LA METHODE DE
FOLCH.

Sécurité

| INRS - FT 5 FT 82

Porter une blouse et des gants.
Mampuler sous la hotte.

Objectif :
Extraction des lipides par un mélange de solvants.
Matériel :
s Verrene. + Broyeur.
s Ampoules a décanter/ centnifugeuse. s  Rotavapor.

s Filtres en verre fritté.
s  Pompe i vide.
Solutions et réactifs :

s  Chloroforme (qualité technique). +  Eaudistillée

s  Meéthanol (qualité technique). s  Chlorure de sodivm
Pour dimunuer le nsque d'oxydation des hipides, du BHT (butylated hydroxy toluéne, SIGMA ref B 1378) peut
étre ajouté au chloroforme et au méthanol en concentration 25 mg/L.

Mode opératoire :

Homogénéiser les tissus avec 6.66 volumes de méthanol pendant 30 nunutes.

Ajouter 13.33 volumes de chloroforme

Brover les tissus jusqu’a obtemr un mélange homogéne.

Agiter pendant 30 minutes.

Filtrer sous vide sur verre fritté.

Introduire le filtrat dans une ampoule i décanter.

Ajouter 0.2 volumes d’eau salée (NaCl 0.9%) par rapport au volume total de chloroforme/méthanol
utilisé.

Agiter I"ampoule jusqu’a émmulsion compléte du mélange.

Laisser décanter an moms trois heures a abnis de la lumiére. (pour les décantation durant une nuit,
placer les ampoules en chambre froide).

# Récupérer la phase organique (inférieure) et la phase aqueuse (supérieure).

~ Evaporer ces deux phases au rotavapor (au momns jusqu’a évaporation du solvant).

TYVNOY Y Y Yy

A |

» Conservation de la phase inférieure : of St 2.
~ Utilisation de la phase supérieure : cf Ex 3.

Durée de la manipulation : 24h00 dont une nuit pour la décantation

Références bibliographiques :

Folch ef al. (1957):]. Biol. Chem:. 224, 497-509.



Annexe 3

DOSAGE DE I’AZOTE TOTAL PAR LA METHODE
DE KJELDHAL

Sécurité :

[INRS - |FT 13 | FT 20 [FT 30 | FT 138 |FT 150

Porter une blouse et des gants
Travailler sous hotte

Théorie.

La méthode de Kjeldahl a été¢ développée en 1882 par Johan Kjeldahl un chimiste danois. Elle a pour but de
déterminer la quantité d’azote présente dans les substances organiques et wnorganiques. Dans 1'agroalimentaire,
on utilise cette méthode entre autre pour déterminer la quantité de protéines contenue dans un échantillon. en
dosant I'azote.

On y distingue 3 différentes phases.

1. Phase de digestion.
La digestion consiste a faire bowllir un échantillon homogeéne dans de 'acide sulfurique (H,50,) concentrée, ce
qui produit une solution de sulfate d ammonium (NH,),504.

N organique + H,50, = (NH,),80, + H,0 + CO; + produits secondaires

2. Phase de distillation.

Le principe est d’ ajouter de la base en excés pour convertir 1'ton NH; (ammonium) en NH; (gaz ammomac).
Etant volatile, le NH3 est récupéré aprés distillation dans un mmlieu acide (H;BO; ou H,S0y) pour reprendre la
forme d'ion NH4 ™.

\ (NH,),SO, + 2NaOH = 2NH; + Na,S0, + 2H,0

3. Phase de Titration.

Par titration on peut quantifier I'ammoniac dans la solution réceptrice. Ainsi. on peut caleuler la
quantité d’azote initialement contenue dans "échantillon. On utilise de 1'acide borique (2%) dans la
solution réceptrice. L'ammoniac est capturé par 1'acide borique. formant un complexe d’ammonium
borate. Ensuite. 'azote est titré directement avec de 1’acide chlothydrique . Il v a changement de
couleur.

Ammoniac + acide borique = Complexe d’ammonium borate + acide borique en excés
(changement de couleur).

NH, + H;BO; & NH,” +H,BO; - + H;BO;

Complexe d'ammonium borate + acide Chlorthydrique < Chlorate d’ammonium + acide borique.

NH; +2H,BO; + HCl & (NH,)Cl + 2H;BO;
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Objectif

L azote total est dosé par nunéralisation a 1"acide sulfurique selon la méthode de Kjeldhal. I'ammoniac

obtenu est déplacé par une solution concentrée d hydroxyde de sodivm. recueillie dans une solution d acide
borigue et titrée a Iacide chlorhydrique.

Matériel :

b G CO E R B S A |

Broveur de type Turmix

Balance analvtique

Tube 4 minéralisation (NE PAS UTILISER LES TUBES EBRECHES)
Erlenmever de 250 mL

Bloc de minéralisation

Unité de distillation )

Burette de 10 ml graduée au 1/20 ** de ml

(Gants de protection anti-chaleur

Solutions et réactifs :

Tous les réactifs doivent étre de qualité analvtique

-

-

-

Acide sulfurique concentré
Hydroxvde de sodium concentré {10 N, lessive de soude, gqualité analvtique)
Solution d’acide borique avec indicateur coloré )

Preparation de ['acide borique _ : (Pour 1 lifre)
Dissoudre 10 g d’acide borique dans 200 ml d’alcool éthylique a 96% et 700 ml d'eau.

= Ajouter 10 ml d'indicatenr coloré préparé comme suit
#  Dissoudre 33 mg de vert de bromocrésol et 66 mg de rouge de méthyl dans 100 ml d’alcool
ethvlique a 96%
#  Ajuster apH 5.0 a 'aide d"HCI IN.
% Compléter 3 1 litre.

-

-

-

Acide chlorhydrique (normalité en fonction du produit étudie)
Catalyseur de minéralisation : Pastilles Wieninger
o Composition :
= 475 g de sulfate de potassium
= 0.075 g de sulfate de cuivre
»  (.1g de sélénium
Eav milli(}

Mode opératoire :

Faire deux déterminations par échantillon

Minéralisation

-

-

Homogénéiser I'échantillon.

Peser précisément la matiére 3 minéraliser (environ 1g de produit sec ou 4 g de matiére fraiche) et
I'introduire dans des fubes de minéralisation {Soit M cette masse)

Sous horte, ajouter dans le tube a minéraliser une pastille de catalyseur et 20 mL d'acide sulfurique
concentré avec précaution.

Placer les tubes dans le bloc de minéralisation.

Placer les capteurs de fumée sur les tubes, allumer 1'eau et faire chauffer progressivement jusqu’a
450°C (th 8).

Laisser jusqu'a l'obtention d une solution verte ou bleu pile (Si la pesée est effectuée sur une feuille
d aluminium, le liquide reste blanchdtre) Le temps necessaire varie de 2 a 4 heures. Laisser refroidir.
Rincer le capteur de fumeée avec de I'eau milliQ) que 1"on recueille dans le tube.

Ajouter avec précaution 20 mL d’eau milliQ)




Distillation

#  Allumer I'unité de distillation et 1'ean du systéme de refroidissement.

Avant le début de toute analyse, vérifier les niveaux d’eau dans le générateur vapeur et de soude..
Mettre dans un erlenmeyer de 250 mL 20 mL de solution d’acide borique.

Placer cet erlen dans 1'umté de distillation en prenant bien soin a ce que la tige plonge dans la solution.
Mettre le tube de minéralisation de ["avtre coté de "unite.

Neutraliser avec la soude (80 ml) .

Mettre en route la vapeur.

Arréter lorsque le distillat atteint 150-200 mL (environ 6 nun par échantillon)

YWY YW YVYYYY

Titration
» Titrer le distillat avec de I'acide chlorhydrique de normalité voulue (soit n cette normalité) jusqu’a
virage au rose.. (Soit V ce volume)

Expression des résultats :

La teneur en azote total est donné par la formule - (1 4*n* V) / M = %N

n - normalité de I"acide chlothydrique
WV : volume en ml d’acide chlothydrique utilisé
M : masse en gramme de la prise d’essai.

Répétabilité

La différence entre les résultats de deux déterminations effectuées simultanément ne doit pas étre supérieur a
0.05g d’azote total pour 100g d’échantillon

NB. La teneur en protéines en g pour 100g est abustvement donné par la formule -
Teneur en protémes=N * §.25
DANGER : cette formule est approximative et fausse dans I’absolu :
Le coefficient 6.25 est approximatif : toutes les protéines de poisson ne contiennent pas exactement

16% d'azote
N déterminée est la teneur en azote totale et mnclus donc 1"azote non protéique.

Durée : 6 échantillons par jour

Références Bibliographiques
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The most exciting phrase to hear in Science,
the one that heralds new discoveries, is not
« Eureka ! » but « That's funny... »
-Isaac Asimov
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Etude des mécanismes de production et de dép@bdgsosés de la fumée lors du fumage de la chair de
poisson. Contribution a I'obtention de produitsisgdossédant de bonnes propriétés organoleptiques.

Le fumage de poisson comprend plusieurs étapesdliiques déterminantes pour la qualité finalgorhduit
fumé. Ce travail a pour objectif d’apporter desn@ats de maitrise du produit fini a travers unellewgie
compréhension des mécanismes de production etpde dé la fumée. Deux familles chimiques ont étéemiau
centre de ces études : les composés phénoliquatilfeteurs & I'ardbme, la couleur et la conservatites
produits fumés) et les hydrocarbures aromatiqualgcpcliques (principaux contaminants toxiques de |
fumée).

Un ensemble de techniques d’analyse directe deédsirat indirecte des interactions entre composg=sugaet
matrices solides ont été développées et validéasles besoins de ces travaux. L'apport de la chtographie
bidimensionnelle totale couplée a la spectroméleienasse a temps de vol pour le dosage des compeda
fumée a également été évalué.

La génération de fumée a été étudiée par caratiérischimiométriqgue d’'un ensemble de fumées ptedpar
un générateur industriel a friction et piégéesgracipitation électrostatique. Le réle prépondéchnbois utilisé
(essence et humidité) a été confirmé, tout en goalit la complexité de fonctionnement de ce typg de
générateur.

Les phénomeénes de dépdt et d'interaction des codspaes la fumée a la surface du produit ont étéuésah
I'aide de matrices artificielles. La comparaisonrdsultats obtenus a la fois en conditions de fuanmégl et en
conditions modéles (espaces de téte statiquesdtésjtimet en relief 'importance de la phase grassproduit,
principalement pour son enrichissement en compaisésoliques.

Mots-clés:
Fumage, Poisson, Composés phénoliques volatilsiddadbures aromatiques polycycliques, Chromatogeaph
en phase gazeuse bidimensionnelle totale, Spednierdé masse en tandem, Interactions fumée - irodu
Interactions composés volatils - matrices

Studying the mechanisms of smoke compounds pramucdnd deposit during fish smoking.
Aiming to safer products with better organolept@acteristics.

Quality of smoked fish is altered by several stépsing the technological processing. This work aiats
bringing out new control points of the final protiubrough a better understanding of smoke prodancsiod
deposit mechanisms. The studies focused on bottileophenolic compounds (involved in aroma, colaod
shelf life of smoked food) and polycyclic aromatigdrocarbons (main toxic contaminants of smoke).

To directly elucidate smoke composition and indiseevaluate interactions between gaseous compoands
solid matrices, several analysis techniques wereldped and validated. Potential improvement of lemp
compounds quantification by means of comprehergigechromatography was also investigated.

Smoke generation was studied by chemometric chaiaation of various smokes produced with an indgais
friction generator and trapped by means of an mlstitic precipitator. The main importance of wapécie and
moisture were confirmed, as well as the complesdtihe operating conditions of that type of genarat

Deposits and interactions of smoke compounds asthface of the products were measured with aglffood
matrices. Results obtained under both actual imdilistmoking and model conditions (static headspasith
controlled composition) highlighted the major rotdé the oil fraction, particularly concerning pheigo
compounds enrichment.

Key-words:
Smoking, Fish, Simple phenolic compounds, Polycyciromatic hydrocarbons, Comprehensive pas

chromatography, Tandem mass spectrometry, Smokeod fnteractions, Volatile compounds - matriges
interactions




