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L’étude présentée comporte deux parties distinctes qui ont le méme objectif. La premiére
partie s’intéresse a la modification de la structure chimique des sels d’ammonium quaternaire a
chaines grasses.

Les essais en boite de Pétri montrent que les sels modifiés ont une activit¢ fongicide
comparable a celle des sels de départ.

Les essais d’imprégnation montre que, la modification de la structure chimique des sels est
treés bénéfique. Nous constatons que la rétention des sels modifiés au sein du bois a doublé.

Les analyses au M.E.T. nous ont permis de confirmer les résultats obtenus aux essais
d’imprégnations. La modification de la structure chimique du sel d’ammonium permet d’augmenter
le taux d’azote dans le bois de 44,4 %, d’ol une augmentation du sel d’ammonium retenu par le
bois.

Les analyses au ML.E.B. ont permis de localiser le sel d’ammonium modifié au niveau des
cavités cellulaires, alors qu’il nous était difficile de visualiser le sel d’ammonium soluble.

Les résultats que nous avons obtenus dans les essais mycologiques sur bois, constituent un
point trés positif dans le cadre des objectifs que nous nous sommes fix€s a savoir la minimisation
de la proportion du sel lessivé tout en gardant intact ’activité fongicide de ces derniers.

La derni¢re partie a consisté a étudier le comportement biologique de la sciure d’Epicéa
commun modifiée par des motifs acyles gras a longue chaine carbonée face au Poria placenta.
Nous avons démontré que le bois modifi€ et exposé au Poria placenta pendant 7, 14 et 21 jours en
présence ou en absence de glucose, reste intacte, en particulier au niveau des greffages.

Ce résultat trés intéressant, peut apporter une réponse aux problémes poser par la stabilité
du matériau bois, et en méme temps pour le préserver contre 1’attaque du Poria placenia.

Mots clés :
Bois, Préservation, Ammonium quaternaire, Emulsions, Fongicides, MET, MEB,

Greffage, Acides gras.



The Improvement of the retention of the quaternary ammonium salts in wood and its
Consequences on the decay wood.

The Study of modified wood with fatty acids and the Research of new biological
properties.

Abstract :

This study involves two distinct parts. In the first part, we have studied the chemical
modification of quaternary ammonium salts in wood and the preservation of wood against attack
by fungi.

The modified and the unmodified quaternary ammonium salts show the same biological
activity in an artificial medium.

The blocks of wood, impregnated with modified and unmodified salts, show that the
modification is very beneficial. We have noted that the retention of modified ammonium in the
wood is twice than in wood treated with unmodified ammonium.

The results obtained in the impregnation test of wood are confirmed by transmission
electron microscopy (TEM) coupled with an Electron Energy Loss Spectrometry (EELS). The
modification of the chemical structure of ammonium salts allows an increase of the azote rate in
wood (44,4 %).

The modified ammonium in the cellular cavity level has been observed by the Scanning
Electron Microscopy (SEM).

The results we found in the biological wood resistance are very interesting. We have also
found, for example, that a 1 % concentration of a quaternary ammonium salts preserves wood
from the attack of Coriolus versicolor and Poria placenta.

The last part is devoted to the study of the ability of modified sawdusts with fatty acids to
protect wood. Interesting results are obtained in this area.

Key words :
Wood, Preservation, Quaternary Ammonium, Emulsions, Fongicides, TEM, SEM,

Greffage, Fatty Acids.
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INTRODUCTION



Le bois est un matériau contemporain de I’homme. Premier matériau, utilis€ par I’homme
pour la production d’énergie, le bois a €t€ aussi, avec la pierre, le premier matériau, utilisé pour la

construction.

Actuellement, le bois est parmi les mati¢res premiéres qui intéresse de plus en plus les
industriels. Cependant, il pose de nombreux problémes du fait de son instabilit¢ et de sa
sensibilité aux agressions provenant d’autres €tres vivants tels que les champignons et les
insectes.

Pour augmenter la durabilit€ naturelle du bois vis-a-vis des agents externes auxquels il est
sensible, une méthode classique consiste a imprégner le bois avec des produits de préservation.

Bien que des substances comme les sels métalliques soient trés utilisées, de nombreuses-
recherches sont entreprises afin de trouver d’autres molécules efficaces et peut &tre plus

intéressantes tant sur le plan de leurs interactions avec le bois que sur le plan économique.

Dans ce but, est apparue il y a une vingtaine d’année la famille des sels d’ammonium

quaternaire qui ont déja démontré leurs performances fongicides et insecticides.

Nous commencons notre travail par des généralités sur le matériau bois, sa composition
chimique et la structure de la paroi cellulaire.

La premie¢re partic du chapitre I, est consacrée a la bibliographie sur la dégradation
biologique du bois et aux différents traitements pour le préserver.

La deuxieéme partie de notre travail s’int€resse a I’amélioration de la rétention d’une série
de sels d’ammonium quaternaire en modifiant leurs structures chimiques au sein du bois ou avant
traitement du bois. Dans ce dernier cas, le produit modifié est introduit dans le bois par le biais
d’émulsion.

D’autre part, nous avons étudié I’activité biologique de ces sels modifiés, en déterminant
leurs seuils d’efficacité, a la fois dans un milieu de culture traditionnel en boite de Pétri et dans le
cas ol ils sont introduits au sein du bois de Pin sylvestre et de Hétre.

La troisieme et derniere partie de ce chapitre s’intéresse a la mise en évidence de ces sels
au sein du bois par utilisation de la technique de Microscopie Electronique a Balayage et a

Transmission.

Le dernier chapitre de ce travail consiste a étudier la résistance biologique de la sciure
d’Epicéa commun dont la structure chimique est modifiée par greffage des chaines grasses, par

liaison ester ou par liaison carbamate.



Les modifications de la structure chimique du bois ont €€ mises au point et effectuées au
laboratoire par Maurin (1996). Le but de ces dermieres est d’apporter une nouvelle réponse au
probléme de la préservation du bois.

Des recherches récentes ont démontré que les modifications de la structure chimique
améliorent certaines propriétés mécaniques ou physico-chimiques du bois. Le bois modifi€ peut
étre utilisé comme filtre pour décontaminer les effluents industriels ou domestiques.

Dans ce chapitre, nous avons étudié d’une part, Dactivité lipolytique, ainsi que la
dégradation de I’acide stéarique en boite de Pétri par Poria placenta Basidiomycete responsable de
la pourriture brune du bois. D’autre part, nous avons testé la résistance biologique du bois
modifié par greffage des motifs acyles 2 longue chaine carbonée par des liaisons esters et par des

liaisons uréthanes.



GENERALITES



Le bois utilis€ comme matériau est, avant ’abattage de I’arbre, une matiére vivante. Sous
I’influence de phénomenes chimiques et biologiques, la partie centrale de 1’arbre meurt et forme le
bois duraminisé€ (dit duramen ou bois parfait) plus ou moins différencié selon les essences. La
partie externe appelée aubier, reste active. Elle est périssable d’autant plus qu’elle renferme des
substances de réserves riches en amidon qui aftirent les micro-organismes et les insectes. Le
duramen possede une durabilité naturelle généralement plus €élevée, I’amidon étant remplacé par

des tanins et autres polyphénols.

I. Présentation du matériau bois

Les essences résineuses (Gymnospermes) et feuillues (Angiospermes) different dans .
I’organisation de leurs tissus, non seulement par leur structure mais aussi par leur composition
chimique (tableau 1).

Les constituants majeurs des parois cellulaires du bois sont des macromolécules dont les
principales sont : la cellulose, les hémicelluloses et la lignine. D’autres constituants polymériques
sont présents en quantité moins importante comme 1’amidon, les pectines....

Le tableau ci-dessous résume la répartition des composés chimiques dans les feuillus et les

résineux.

Tableau.l : répartition moyenne des composés chimiques dans les feuillus et les

résineux.
Résineux Feuillus
Cellulose en % 42 +2 45+ 2
Hémicelluloses en % 27 £2 305
Lignine en % 28+3 20+ 4
Extractibles en % 3+2 543

Le pourcentage de cellulose ne varie pas ou peu entre les bois de feuillus et les bois de
résineux. Cela n’est pas le cas de la lignine dont la proportion est comprise entre 18 et 25 % pour
les bois feuillus et 25 4 35 % pour les bois résineux. Cela va nous permettre de mieux
comprendre ultérieurement dans la partie dégradation biologique, la préférence des champignons
pour un type de bois plutdt qu’un autre et dans la partie chimie les interactions des produits de
préservation avec les différents constituants du bois.

I.1. Cellulose
Constituant le plus abondant du bois, elle représente 40 a 50 % de son poids sec. Elle est
insoluble dans 1’eau et dans les solvants organiques.



La figure 1 schématise la structure primaire de la cellulose. C’est une macromolécule
polyosidique a haut poids moléculaire constituée par la répétition du motif cellobiose
(déshydration de deux unités g-O- glucopyrannose). Ces unit€s g -O- glucopyrannose sont reliées
entre elles par des liaisons 1,4.

HyCOH
e
HOCH,

UNITE DE CELLOBIOSE
1,03 nm

Figure 1 : Structure chimique de la cellulose

La structure spatiale de la cellulose est lin€aire et seules des interactions intermoléculaires
de types liaison hydrogene entre les groupements fonctionnels imposent la structure secondaire de
cette molécule.

Cette géométrie permet une organisation des chaines cellulosiques en microfibrilles, leur
conférant un role de soutien dans la paroi cellulaire végétale.

Dans certaines régions, les fibrilles sont ordonnées et forment une structure présentant une
certaine cristallinité, d'autres zones plus faiblement représentées sont moins ordonnées et
présentent un caractere amorphe.

I1.2. Hémicelluloses
Le nom d’hémicelluloses englobe tous les polysaccharides autres que la cellulose et les
substances pectiques présentes dans la membrane cellulaire : ces polysaccharides & chaines plus
courtes et plus ramifiées sont a base de pentosanes (polymeéres de sucre a cinq carbones) et
d’hexosanes (polymeres de sucre a six carbones).

Leurs importances relatives varient selon I’essence considérée.

Tableau 2 : répartition des hémicelluloses entre les deux types d’essences.

Résineux Feuillus
Pentosane en % 10a25 20a35
Hexosane en % 12a20 324

Les hémicelluloses se présentent sous forme amorphe et s’organisent autour des
microfibrilles de cellulose.

Cellulose et hémicelluloses possédent de nombreux groupements hydroxyles qui conférent
au bois son caractere hygroscopique.



1.3. Lignines
Les lignines représentent la fraction non glucosidique la plus importante (10 a 30 % du
bois). Ce sont des polymeéres complexes de nature principalement phénolique dont la structure
tridimensionnelle n’est pas connue de facon exacte.
Les lignines sont obtenues par polymérisation oxydative de trois alcools
phénylpropénoiques, les alcools coumaryliques, coniféryliques et sinapyliques (Figure 2).

Alcool coumarylique Alcool coniférylique  Alcool sinapylique

I i i
|CI—120H CIZHZOH ?HZOH
CH CH CH
[ i s \
OCH; OCH, OCH,
OH OH OH

Figure 2 : Unités précurseurs de la lignine
Les proportions relatives de ces trois monomeres different beaucoup entre les lignines des
résineux et des feuillus. Le tableau 3 regroupe le pourcentage des trois monomeres dans le bois

des feuillus et des résineux.

Tableau 3 : pourcentage des différents monomeéres entre les deux types

d’essences.
I (en %) I (en %) III (en %)
Résineux 14 80 6
feullus 6 47 47

La présence de nombreuses liaisons carbone - carbone entre les unit€s constitutives font
que sa dégradation en produit de bas poids moléculaires est difficile (Frendenberg et al 1968 )
Les lignines ont pour role essentiel de renforcer les propriétés mécaniques et d’accroitre la

résistance du bois aux attaques biologiques.

I.4. Composés extractibles
Les bois contiennent en plus des trois polymeres cités précédemment des composés
solubles dans I’eau et dans les solvants organiques appelés composés extractibles.
La concentration des composés extractibles dans le bois est habituellement inférieure a 5
%. 1ls se situent essentiellement dans le lumen des cellules, les rayons parenchymateux et les
canaux résiniféres. Ils ne se combinent pas ou peu avec les composés des membranes cellulaires

des bois.
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Leur nature et leur composition sont tr¢s variables sclon les essences. Pour le chéne, les
substances extractibles sont principalement constituées de composés colorés. Les plus importants
étant les tanins, polyphénols classés en deux groupes :

- Les tanins condensés non hydrolysables présents uniquement chez les feuillus donnent,
apres hydrolyse a chaud a l'aide de solutions acides, des fractions glucidiques et
polyphénoliques.

- Les tanins hydrolysables, esters de sucre avec un ou plusieurs acides polyphénoliques,
sont présents chez toutes les essences. La fonction cster est facilement hydrolyséc par 'action
d’acides, de bases ou d’enzymes comme les tanases.

Les tanins ont la propriété€ dc former des précipités insolubles dans ’cau avec les protéines

ou les alcaloides.

1.5. Structure de la paroi cellulaire

Les constituants majeurs cités précédemment forment la paroi des cellules ligneuses. Cette
parol présente une structure hétérogéne ; elle est composée schématiquement, de ’extérieur vers la
lumiere cellulaire : (Figure 3).
i - d’une membrane intercellulaire, appelée lamelle mitoyenne qui soude les cellules
‘ adjacentes (M),

- une paroi primaire (P) qui tapisse la couche intercellulaire,

- une paroi secondaire elle méme formée de trois sous-couches (S,, S, et S;).

La sous-couche S,, appelée aussi paroi tertiaire porte des épaississcments spiralés ou des
protubérances, constituants les éléments d’une paroi “verruqucusc”.

Au cours de la formation de la paroi secondaire et de sa lignification se différencient les
ponctuations, zones d’interruption de la paroi secondaire, qui permetient des communications

entre les cellules.

Couche verruqueuse

Paroi secondaire
3 3 sous-couches
51, $2, 83

Couche intercellulaire

Parei prisaire

Figure 3 : Représentation schématique des différentes couches constituants la
paroi cellulaire (d’aprés Core et al. 1979)



Les caractéristiques structurales et chimiques de ces différentes couches sont résumées

dans le tableau ci-dessous.
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Tableau 4 : constituants chimiques et caractéristiques de la paroi ligno-
cellulosique
Lignine | Hémicelluloses | Cellulose Caractéristiques
Membrane Epaisseur: 0,52 1,5 pm
Mitoyenne | 80 % 20 % 0% Siege de la lignification des parois
cellulaires
Epaisseur : 0,03 20,1 um
Paroi 70 % 20a25% - Orientation ~ quelconque  des
Primaire microfibrilles de cellulose zone de
transition chimique entre
membrane mitoyenne et paroi
secondaire
Paroi Epaisseur : 2 a 15 um (90 % de
Secondaire{ 20 % - >80 % | ’épaisseur totale).
Faiblement incrustée de lignine et
d’hémicelluloses.
S - - - Epaisseur: 0,1 2 0,35 um (5 a 10
o de 1’épaisseur totale).
S - - >50% |Epaisseur: 1210 ym (75285 %
de I’€paisseur totale).
S 10% - 90 % Epaisseur : 0,52 1,0 um.

Les valeurs mentionnées dans ce tableau sont exprimées en fonction de la composition

chimique globale de la couche considérée.
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II. Dégradation biologique du bois

Les attaques biologiques qui alterent I’€tat du bois sont essentiellement provoquées par des
micro-organismes (bactéries ou champignons), par des insectes xylophages ou nidifiant dans le
bois et par des mollusques marins.

La sévérnité€ des attaques dépend des caractéristiques liées a ’espéce de bois, notamment la
composition chimique, et aussi a des facteurs externes tel que le climat et les conditions de service
du bois qui facilitent ou inhibent les dégradations biologiques.

Deux catégories d’insectes dégradent le bois :

- Les insectes sociaux (Termites) assimilent la cellulose grace aux zooflagellés situés dans
leur intestin.

- Les insectes a larves xylophages se nourrissent soit de cellulose (capricornes des
maisons), soit d’amidon (les lychtus). A

Certaines bactéries comme les Actinomycetes sont capables de dégrader la lignine. Nous
évoquerons ce probléme dans la partie consacrée aux traitements biologiques (paragraphe 111.4).

Les champignons sont les micro-organismes les plus redoutables et causent des dégats
importants. C’est pour cette raison qu’on s’intéressera dans cette étude aux attaques provoquées
par ces derniers et aux moyens de lutte contre celles-ci.

Les champignons dégradant le bois sont classés selon les dégéts qu’ils occasionnent €t selon
le type de polymere qu’ils sont capables de dégrader (Lignine, Hémicelluloses ou Cellulose) :

- Les champignons de pourriture brune décomposent essentiellement la cellulose et les
hémicelluloses (ce sont des Basidiomycetes comme Poria placenta).

- Les champignons de pourriture blanche décomposent surtout la lignine mais aussi la
cellulose et les hémicelluloses (ce sont des Basidiomycetes comme Coriolus versicolor).

- Les champignons de pourriture molle qui dégradent la cellulose et les hémicelluloses (ce

sont des Basidiomycetes comme Chaetonium globoseum)

I1.1. Dégradation de la cellulose

Les expériences réalisées par Highley en 1978 montrent que les pourritures cubiques
métabolisent les polyssacharides de facon différente des pourritures molles et fibreuses.

Les analyses chimiques et ultrastructurales du bois dégradé par les pourritures cubiques
indiquent que ces champignons libérent des agents qui pénetrent profondément dans la
microstructure du bois et dépolymérisent rapidement les polyssacharides avec une faible perte de
masse (Cowling ; 1961, Highley et al. 1984).

Highley ; 1987 a réalisé des essais enzymatiques de dégradation de plusieurs
polyssacharides par la cellulase commerciale de Trichoderma reesei. 1.’ attaque commence toujours
au point de contact avec la paroi cellulaire. Ses résultats confirment ’hypothese de Cowling 1961,
et Koenigs 1974. Les pourritures brunes produisent des agents capables de traverser les parois
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cellulaires et d’ouvrir la microstructure. Walter et al 1980 ont essayé sans succés d’isoler,
d’identifier et de purifier les substances secrétées par Poria placenta. Koenigs (1972a, 1974b) a
montré que le peroxyde d’hydrogene (H,O,), peut solubiliser les fibres de coton en présence de
Fe**. Cette altération est comparable a celle provoquée par les pourritures cubiques. Le
mécanisme de dégradation de la cellulose par le systtme H,O,/Fe** proposé par Koenigs (1972,
a-b) démarrerait par une oxydation du carbone C, de 1’unité pyranose suivie de celle du C, et du
C,, pour aboutir a2 une rupture de la chaine, conduisant a la libération d’un groupement
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carboxylique. (Figure 4)

CH,OH CH,OH CH,0H
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Rupture de la chaine, perte des groupements carboxyliques.

Figure 4 : Mécanisme de la dégradation de la cellulose par un systéme H,0,/Fe™.
(d’apres Koenigs 1972, ab)
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Tous les auteurs sont d’accord sur le fait que les pourrtures cubiques utilisent un
mécanisme d’oxydation non proteinique pour dégrader la cellulose du bois.
A D'opposé des pourritures cubiques, les pourritures molles et fibreuses utilisent un

mécanisme d’oxydation proteinique pour métaboliser la cellulose du bois.

Ces processus de dégradation sont gouvernés par plusieurs types d’enzymes, dont les plus
importants sont les exo et endo-glucanases (Eriksson et al. 1973, Eriksson ; 1978). (Figure 5)

Cellulose

OO AL OO
unités glucose o .
Activité endo-glucanas Liaisons 14

Produits oligomériques sur lesquels
Cellulose les exo-glucanases peuvent agir

OO

unités glucose o
Activité exo-glucanas \ Liaisons 14

OO <O

unités glucose et (on)
cellubiose rompues en fin
de chaine

Figure 5 : Activité des exo-endo-glucanase. (Erksson ; 1978)

Les exo-glucanases agissent en coupant le glucose (ou la cellobiose) aux extrémités de la
chaine polyssacharnidique.

Les endo-glucanases agissent a I'intérieur du polymere cellulosique, rompant ainsi des
liaisons chimiques et créant des fragments libres sur lesquels les exo-glucanases peuvent agir
(Eriksen et al. 1977).

11.2. Dégradation de la lignine
Comme nous avons vu précédemment le terme lignine est un terme général désignant le

produit issu de la polymérisation de motifs aromatiques variés.
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Sa nature complexe et tridimensionnelle, son hétérogénéité, [’absence d’unités spécifiques
répétitives, réduisent les chances de reconnaissance par une enzyme de dégradation (Kirk et al.
1978).

Si la transformation de la lignine en CO, ne peut donc étre le résultat de I’action d’une
seule enzyme, l'intervention de plusieurs catalyseurs d’activités complémentaires peut é&tre
envisagée.

Le mécanisme de dégradation de la lignine est influencé par la teneur en azote du substrat.
Son augmentation inhibe I'initiation et la poursuite de la ligninolyse (Keyser et al. 1978).

Une dégradation de la lignine intervient au cours du métabolisme secondaire provoqué par
la diminution de quelques €léments tel que 1’azote (Kirk et al. 1978).

Kirk et Shimada (1985) ont montré que les enzymes mises en jeu sont extracellulaires,
oxydatives et non spécifiques.

Parmi ces enzymes, la laccase a €€ étudiée en raison de son abondance et de sa facilité de -
purification. (Konishi et al. 1971).

Les agents de pournitures fibreuses produisent également des peroxydases extracellulaires
(Gold et al. 1984). Elles oxydent le polymeére ligneux a distance, en présence de peroxyde
d’hydrogene. (Forney et al. 1982b ; Ander et al. 1985).

La ligninolyse est considérablement réduite lorsque le peroxyde d’hydrogéne synthétisé
par la glucose-oxydase (Eriksson et al. 1986) est réduit par la catalase (Faison et al. 1983).

Selon Yang et al. (1980) le catabolisme de la lignine dépend également des facteurs
climatiques. Elle est rapidement dégradée par Phanerochaete chrysosporium lorsqu’elle est saturée
en eau. Reid et al. 1982, ont montré que, la décomposition de la lignine par les pourritures
fibreuses (Phanerochaete chrysosporium et Coriolus versicolor) est plus intense dans une

atmosphere riche en oxygene qu’elle ne ’est dans ’air.

I1.3. Spécificité de I’attaque fongique

Les compositions chimiques des divers constituants de la paroi lignocellulosique
influencent la préférence des pourritures fibreuses et molles pour les feuillus et celle des
pourritures cubiques pour les résineux. (Highley ; 1976, Nilson et al. 1987)

Les agents de pourritures fibreuses métabolisent rapidement la lignine et accessoirement la
cellulose et les hémicelluloses. Cependant, ils attaquent surtout les feuillus qui sont plus riches en
polymeres ligneux que les résineux (Highley ; 1987, Cowling ; 1961).

Highley 1982a, en travaillant sur I’agent de pourriture fibreuse Coriolus versicolor, a
démontré que ce dernier dégrade faiblement un feuillus tropical, riche en lignine coniférylique.

En 1985, Faix et al. prouvent que Phanerochaete chrysosporium, agent de pourriture
fibreuse, décompose plus les résidus de type syringyle.

Leightley 1984, conclut que les pourritures fibreuses décomposent faiblement et
difficilemnent la lignine de type guaiacyl, ce qui explique leur faible croissance sur les résineux et

le fait qu’elles se développent principalement sur les feuillus.
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Nilsson et al. 1987, Highley ; 1976 et 1987, ont conclu que les compositions chimiques
des hémicelluloses influencent également la préférence des pourritures fibreuses pour les feuillus
et celles des pourritures cubiques pour les résineux.

Par conséquent, la dégradation des lignines et des hémicelluloses enrobant la cellulose,

constitue une étape déterminante pour 1’établissement des micro-organismes dans le bois (Gadat ;
1986).
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III. Différents types de traitement des bois

Afin d’éviter les dégradations biologiques précédemment évoquées, il est nécessaire de
traiter le bois pour qu’il conserve ses propri€tés mécaniques et esthétiques pendant sa durée de vie
€n service.

La forme de traitement majoritaire des bois est le traitement par des produits chimiques.
Notre €tude porte sur ce type de traitement du bois. Deux autres modes de traitement existent de
facon trés minoritaire dans le domaine de la préservation du bois : le traitement physique et le
traitement biologique.

Un traitement n’est pas effectué¢ de facon systématique et dépend de plusieurs facteurs

comme la durabilité naturelle du bois, ou les conditions d’emploi (classes de risque).

II1.1. Durabilité

La durabilit¢ naturelle du bois c’est-a-dire la résistance intrinséque du bois face aux
attaques d’organismes destructeurs, est vanable selon les essences.

Certaines sont trés durables, d’autres, au contraire, sont trés altérables. La facon dont
1’arbre a poussé€ et a €t€ abattu joue aussi un role.

La durabilité dépend aussi des conditions d’emploi. Ainsi, on défini différentes classes de

risque, selon les conditions d’utilisation du bois.

I11.2. Classes de risque (EN335-2)
La norme EN 335-2 définit les classes des risques biologiques d’emploi du bois, en

fonction de la situation ot il sera plac€. Il est prévu cinq classes.

Tableau 5 : Classement des risques biologiques d’emploi du bois.
(d’apres la norme EN 335-2)

N° classe Situation en service Risques biologiques
1 Bois sec, humidité toujours Insectes
inférieure a 20 %
2 Bois sec mais dont I”’humidité peut Insectes
occasionnellement dépasser 20 % Champignons de surface
3 Bois a une humidité fréquemment Pourriture
supé€rieure a 20 % Insectes
4 Bois a une humidité toujours Pourriture
supérieure a 20 % Insectes
5 Bois immergés en permanence Pourriture
dans I’eau Insectes
Térébrants marins

Classe 1 : Bois sec, humidité toujours infénieure a 20 %. Parmis les ouvrages entrant dans cette

classe on peut citer : meubles, parquets en piece seches, etc...
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Classe 2 : Bois sec mais dont I’humidité peut occasionnellement dépasser 20 %.
Exemples : charpentes, planchers, ossatures.
Classe 3 : Bois a une humidité fréquemment supérieure a 20 %.
Exemples : menuiseries extérieures.
Classe 4 : Bois a une humidité toujours supérieure a 20 %.
Exemple : bois au contact du sol ou de 1’eau, pieces horizontales fendillées,
assemblages ou toute autre cause faisant piege a eau stagnante.
Classe 5 : Bois en contact permanent avec 1’eau.

Cette classe englobe tous les bois immergés en permanence dans 1’eau.

A partir de I’évaluation du risque biologique auquel les bois seront exposés en service, le

cheminement de la décision a prendre est représenté, dans la norme, par le schéma suivant :

Conception smmmmmge- Evaluation des risques et définition mmmgs- Choix d'une essence
des niveaux de performances requis

Le cas échéant, révision de la conception. A partir de cette étape, deux solutions sont

possibles :
Essence jugée durable » La préservation ne s'impose pas.
dans la classe
Choix
d'une »Insuffisamment imprégnable
essence

( Y .
La préservation restera insuffisante

Essence insuffisamment changement d'essence obligatoire.

durable dans la classe

»Suffisamment imprégnable

Y
a- Choix d'un procédé
b- Choix d'un produit.

II1.3. Traitement physique
Le traitement le plus pratiqué dans les industries de la filiere bois est le séchage. C’est une
opération tres importante dans le processus de transformation du bois, et méme primordiale pour

une bonne mise en ocuvre ultérieure du bois et une bonne protection dans le temps du matériau.
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En général, le séchage du bois est inclus dans la fabrication, soit dans la scierie si celle-ci
le pratique, soit dans le processus de fabrication. Il existe différents procédés de séchage :

a/ Séchage dit classique. On peut citer les quatres grands procéd€s, ayant chacun ses

variantes.

® Séchage a U'air libre ou séchage naturel. C’est la forme la plus ancienne, qui

nécessite du temps et de I’espace. D’autre part, ce procédé ne permet pas de sécher les bois a des
humidités trés basses (rarement en dessous de 14-15 %, équilibre du bois a P’air libre).

Cependant, la consommation d’énergie est faible.

® Séchage par air chaud. Actuellement, il représente la forme la plus courante du

séchage du bois. 11 est basé sur le méme principe que le séchage du bois a I’air libre, c’est-a-dire
une pression partielle de vapeur a la surface du bois inférieure a la pression de vapeur saturée.
Evaporant ’eau de surface, des vides sont crées et ’eau intérieure va migrer vers les surfaces

externes ou elle sera évaporée.

® Séchage haute température. 11 s’agit d’un séchage par air chaud ou la

température de 1’air se situe aux alentours de 120 a 150°C. Ce procédé n’est pratiqué que pour des
bois résineux mi-lourds a légers ou pour des feuillus présentant une circulation facile de I’eau.

C ® Séchage sous vide. Ce procédé est couramment utilis€ depuis une vingtaine

d’années. Le bois rangé sur des baguettes est placé dans un autoclave. La circulation de 1’eau est

favorisée par le vide.

b/ Autres procédés de séchage.

® Déshumidification et pompe a chaleur. Sans augmenter la température de 1’air,

on jouera sur la pression partielle de vapeur dans 1’air. On diminue, par différents procédés, la

quantité de vapeur d’eau dans ’air et par la on augmente sa capacit€ d’absorption.

® Vapeur surchauffée. Datant de 1985-1986, ce procédé fait appel a la vapeur

pour sécher les matériaux bois.

D’autres types de traitements, qui sont peu utilisés actuellement et dont les procédés sont
en cours d’évaluation au niveau industriel, consistent a la pyrolyse ménagée du bois : les procédés
utilisés mettent en jeu un traitement thermique du bois a une température de 180 a 280°C sous

atmosphere inerte.
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Des modifications physico-chimiques du bois ont comme effet de le rendre moins
hygroscopique donc plus stable dimensionnellement et imputrescible, sans trop affaiblir ses
propri€tés mécaniques.

Le bois des résineux commence a se dégrader vers 188°C tandis que celui des feuillus
seulement vers 200°C (Avat, 1993).

I11.4. Traitement biologique

Ce traitement consiste a imprégner les bois avec des composés extractibles de bois de
coeur de certaines essences (chataignier par exemple) réputées pour leurs propriétés de résistance
par rapport aux attaques de micro-organismes.

Moret 1997, a étudi€ I’extraction de Tropolones a partir de deux especes : Red cedar -
(Thuja plicata) et du Thuja commun (Thuya occidentalis) réputées pour leur durabilité naturelle.
Ces substances ainsi extraites sont appliquées au Pin sylvestre (Pinus sylvestris).

Coombs et al. 1973, ont conclu que, ces molécules soumises a la lumiere, a la chaleur et a
I’oxygene, perdent irréversiblement leur structure ainsi que leurs propriétés.

Au laboratoire, Roussel (1997) a étudi€ les propriétés mécaniques du bois trait€ avec des
bactéries, ayant un pouvoir antagoniste sur des champignons responsables du bleuissement du
bois (Bezert, 1994). Les résultats obtenus ont montré que ['utilisation de bactéries du genre
actinomycete pour lutter contre le bleuissement du bois provoque une dégradation du matériau,
qui se manifeste par une diminution significative du module de rigidité. Ce résultat est rapproché
de celui obtenu par Effransjah (1988) sur le bois d’Epicéa traité avec trois souches bactériennes
(Bacillus et Pseudomonas).

Selon I’axe longitudinal, le traitement bactérien n’induit aucune modification notable des
caractéristiques du bois. Selon les axes radial et tangentiel, on constate une diminution de 30 %
du module de rigidité.

II1.5. Traitements chimiques du bois

Comme nous ’avons mentionné précédemment, c’est le mode de traitement des bois le

plus utilisé.

Le probleme de la préservation des bois mis en-oeuvre n’est pas une préoccupation
spécifique a notre époque. Les premiers produits définis utilisés au 18™ siecle sont le sulfate de
cuivre et le chlorure de mercure. Depuis, plusieurs voies ont €€ explorées simultanément pour

améliorer la résistance du bois d’oeuvre face aux agents biologiques.



| 21

Les travaux réalisé€s ont portés sur la recherche de nouveaux produits actifs mais aussi sur
les solvants et additifs pouvant aider leur pénétration et/ou leur fixation. Cet ensemble, produits
actifs, solvants et additifs s’appelle formulation.

[a Norme NF x 40-500 classe les produits de préservation en trois grands groupes :

- Produits hydrosolubles : sont essentiellement des sels minéraux utilisés seuls, mais
généralement en mélanges définis.
- Produits huileux “naturels” : dont les créosotes, obtenues par distillation des goudrons de
houille.
- Solutions organiques : comprennent essentiellement trois constituants
- Matieres actives : a caractere biocide ou biostatique,
- adjuvants : qui assurent la stabilit€ du produit et la fixation des matiéres actives
dans les bois,
- solvant : dans lequel sont dissoutes ou diluées les matieres actives et les adjuvants.

Les méthodes d’imprégnation ont €galement fait I’objet de plusieurs travaux. Plusieurs
types de procédés d’imprégnation des produits de préservation dans le bois sont utilisés.
Cependant, nous distinguons essentiellement deux familles de procédés selon qu’ils font appel ou

non a la pression.

I11.5.1. Procédés ne faisant pas appel a la pression

- Le badigeonnage est une méthode souvent employée. Ce traitement est appliqué au
pinceau. Il faut donc que le produit soit de faible viscosité et que le traitement soit répétitif car la
protection ne peut étre que superficielle.

- Déplacement de séve : cette technique connue aussi sous le nom d’imprégnation axiale,
ne peut étre utilisée que dans le cas des bois ronds et fraichement abattus, car elle met a profit les
mécanismes naturels de circulation de séve dans les tissus vivants, cette dernicre étant
progressivement remplacée par un produit de préservation. Dans ce cas, seul I’aubier sera
1mprégné.

- Le trempage ou I’immersion fait également partie de ces techniques : le bois est immergé
dans un liquide de préservation. La durée de trempage varie en fonction de la concentration de la
solution, de la taille de la piece a traiter ainsi que de I’essence.

Ces techniques de préservation du bois, ne nécessitent pas un investissement important,

sauf évidement dans les trempages industriels.

II1.5.2. Procédés faisant intervenir la pression
Le principe général consiste a faire intervenir le vide pour extraire I’air inclus dans les

cellules, et a utiliser la pression pour pousser le liquide en profondeur dans le bois.
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[’imprégnation se pratique dans des autoclaves. Plusieurs procédés caractérisés chacun
par leur cycle de pression et de dépression existent et sont utilisés en fonction de la rétention et de

la pénétration que I’on veut obtenir. Ils se rattachent & 1’un des deux types ci-aprés :

A- Injection a cellules pleines (Figure 6)

Elle consiste a gorger les vides cellulaires du produit d’imprégnation dont on recherche
une meilleure rétention maximale.

Une premiére phase consiste a extraire par le vide I’air inclus dans les cavités cellulaires ;
puis on introduit le liquide d’imprégnation qui se trouve ainsi aspiré dans les cellules ; on y force
le cheminement en profondeur en appliquant sur le liquide une pression élevée (de 6 a 15 bar)
Jusqu’a refus, c’est-a-dire le moment a partir duquel le bois ne peut plus absorber davantage de
liquide, ce dernier étant alors vidé de 1’autoclave.

B- Injection a cellules vides (Figure 7)

Elle consiste a faire circuler le produit d’imprégnation dans tous le systeme capillaire des
cellules du bois, de maniére a en imprégner les membranes, puis a retirer I’excédant de produit des
cavités cellulaires. Elle permet de réaliser une répartition convenable d’une quantité réduite de
produit qui imbibe la matiere ligno-cellulosique et présente trois avantages :

- ne pas alourdir le bois

- ne pas présenter le risque d’exsudations ultérieures de produits

- économiser un excédant de produit inutile a la bonne conservation recherchée.

Pour cela le produit est poussé dans le réseau cellulaire par une pression suffisante pour
enfermer dans chaque cellule I’air inclus sous forme d’une microbulle comprimée autour de
laquelle passe le liquide. Le retour a la pression normale permet a cet air comprimé de reprendre

sa place en chassant I’exces de liquide.

C- Procédé d’imprégnation périphérique controlée (Figure 8)

Ce procédé fait également intervenir le vide et, éventuellement, une pression limitée. Il
tend a réaliser une imprégnation a cellules vides mais sans rechercher le refus. En effet, on ne
veut obtenir qu’une couche périphérique protégée, ce qui implique que les bois a protéger soient
usinés avant le traitement.

I1 se pratique également dans des appareils €tanches. L extraction par un vide limit¢ de
I’air inclus dans les cellules des tissus périphériques du bois, a plus ou moins grande profondeur,
permet, lorsque le liquide est introduit dans I’appareil -sans couper le vide- une succion du
produit lors du retour a la pression atmosphérique. L’entrée du liquide dans le bois est
éventuellement aidée par une Iégeére pression atmosphérique (2 bar maximum) s’il s’agit d’essence

peu imprégnable. Un second vide, appliqué apres que le liquide ait €€ évacué de l’appareil, a
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pour double but d’cxtraire du bois I’excédant de produit, pour n’y rctenir quc la quantité désirce ct

de créer lors du retour 2 la pression atmosphérique unc aspiration vers 'intéricur du bots, laissant

une surfacc propre.
Cc procédé est bien adapté aux bois de construclion, cntrc autres aux traitements de

menuiscrics. 11 permet, en utilisant des produits formulés a cette fin, d’associcr la stabilisation & la

protection contre les altérations biologiqucs.
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Le procédé d’imprégnation que nous avons utilisé le plus souvent dans notre €tude est une
vanante de laboratoire de ceux existants. Il consiste a appliquer un vide initial, pour €liminer I’air
dans les cellules. Le produit d’imprégnation est introduit par aspiration. La force de la pression
atmosphérique, permet d’introduire le produit de traitement dans les cellules du bois. Les
éprouvettes du bois, sont laissées dans la solution d’imprégnation pendant 3 heures. L’exces du

liquide est €limin€ par égouttage.

111.5.3. Produits de préservation : (Sels d’ammonium quaternaire)

Ces composés sont couramment désignés par 1’abréviation Anglo-saxonne : AACs (Alkyl
Ammonium Compound), nous la conservons afin d’alléger le texte.

Les sels d’ammonium quaternaire utilisés en préservation du bois sont des composeés -
comportant une chaine grasse, d’au moins huit atomes de carbone, et trois autres groupements
alkyles vanables selon les sels.

Ils sont obtenus par substitution de radicaux alkyles ou aryles sur une molécule
d’ammoniac.

Ces composés sont généralement incolores, faciles a dissoudre dans bon nombre de

solvants (en particulier dans 1’eau) et présentant un large spectre biocide.

II1.5.3.1. Préservation du bois parles AACs

En raison des problemes posés par les produits de préservation tel que le
pentachlorophenol, d’autres molécules de synthese ont ét¢ mises a jour. Parmi, ces derniéres les
sels d’ammonium quaternaire.

Les premiers essais des sels d’alkylammonium sur les champignons lignivores ont ét€
réalis€s en Allemagne par Oertel 1965.

En Angleterre, Richardson, 1972, a émudi€ leurs possibilités d’utilisation pour préserver
les bois frais contre le bleuissement.

Durant les années 70, un grand intérét s’est manifest¢ pour ['utilisation des sels
d’ammonium dans les différents domaines de la préservation du bois. Actif contre Poria plancenia
et Gloeophyllum trabeum dans le pin, le bromure de céthyl triméthylammonium (CTAB) ont
confirmé leur intérét dans le domaine de la préservation du bois.

Un des avantages de ce groupe de molécules est qu’elles se fixent trés rapidement dans le
bois. 1984, Vinden a démontré qu’il existe dans le bois un nombre défini de sites disponibles
pour la fixation du chlorure de benzalkonium.

Les composés Ammonium quaternaire sont fixés dans le bois, en particulier par un
mécanisme d’échange d’ions. L affinité des AACs pour une espeéce donnée de bois dépend de sa

teneur en lignine, hémicelluloses et cellulose.
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L’affinit¢ pour la ligninc augmente lorsque Ie pH de la solution de traitement augmentce.

Preston ct al.

en 1991, ont montré que le pH de la solution influence la {ixation de chlorurc de

didécyl diméthylammonium (DDAC) ct se fixc micux sur la lignine que sur la cellulose (f1gures 9

ct 10).

Figure 9 :
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Loubinoux ct al. en 1992 ont montré que, la {ixation de bromurc de benzyl dodceyl

diméthyl ammonium dépend du pH de la solution. Les résultats obtenus montrent clairement que,

le milieu acide défavorise la [1xation du sel alors que le milieu basique la favorise (tableau 6).



26

Tableau 6 : Influence du pH de la solution de traitement sur la fixation du
bromure de benzyl dodecyl diméthyl ammonium. (Malek 1991)

“pHdela Concentration Quantité de sel massedesel  Proportion masse du bois
solution de la solution a fixé a fixé sur la de sel fixé apres
1’équilibre I’équilibre sciure traitement
(mmol/l) (mmol/l) (mg) (%) gramme
1 16,2 0,44 169 35 2,50
7 12,8 0,61 234 49 2,60
13 2,0 1,15 441 2 2,66

—

De méme, la fixation des sels d’ammonium dépend de leur structure chimique. Les
résultats du tableau 7, indiquent qu’effectivement les sels se fixent d’autant plus sur le bois que

leur lipophilie est grande.

Tableau 7 : Fixation de bromure d’alkyl benzyl diméthyl ammonium sur la sciure
de Hétre. (Malek. 1991)

Longueur de la Concentration intiale quantit€ de sel fixé par  Proportion de

chaine alkyle de la solution 1 g de sciure sel fixé

(mmol/l) (mmol) (mg) (%)

C, 5 0,022 7,2 22
25 0,074 57,2 35

35 0,284 113,6 50

Co 10 0,051 18,4 26
20 0,139 49,8 35

30 0,240 85,6 40

40 0,359 128,2 45

C,, 5 0,066 25,6 67
15 0,158 60,8 53

25 0,243 93,6 49

35 0,341 131,2 49

~Le bois une fois trailé ne change pas de couleur. La manipulagon des bois Iraichement
trait€s nécessite le port des gants pour se protéger d une possible irmtation, cependant le bois traité

une fois sec peut étre manipulé & main nue.
Le traitement des bois avec les AACs n’empéche en aucun cas |’application et la tenue des

peintures.
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I11.5.3.2. Biodégradation des AACs

Alors que les essais au laboratoire sont trés positifs, les essais au champ montrent une
diminution de Pefficacité des AACs (Ruddick 1981 et 1983).

Ruddick a conclu que la baisse des performances des AACs dans les tests au champ ne
peut étre expliquée par la lessivabilité, mais par une possible dégradation des AACs par les
champignons de coloration du bois. En 1984, il a étudi€ la résistance du bois trait€ avec du
chlorure d’alkyl benzyl diméthylammonium, préalablement infest€¢ par des champignons de
coloration (Penicillium, Fusarium, Aspergillus et champignons imprafaits) isolés a partir de
poteaux traités avec les AACs. Il montre que I’infestation préalable des éprouvettes de bois par un
mélange de souches de champignons de coloration entraine des attaques du bois par les-
basidiomycetes lignivores (Poria placenta, Gloeophyllum trabewm et Lentinus lepidus) plus
importantes et des seuils d’efficacité du produit plus €levés. Il en conclut que la baisse de
performance des produits est due a une biodégradation de ces derniers.

En 1987, Ruddick étudie Iinfluence de la modification des AACs sur leurs performances
au contact du sol. Il conclu que, les AACs non modifiés protegent faiblement le bois contre les
champignons lignivores. Il envisage donc de modifier les AACs par addition de produits

chimiques efficaces contre les champignons de coloration.

L’ammonium modifié le plus efficace de 1’étude résulte de 1’association chlorure d’alkyl
benzyl diméthylammonium/oxyde de cuivre. Apres 4 ans au contact du sol aucun champignon de
coloration n’est présent sur le bois traité. et l’efficacité de ’AAC contre les champignons

lignivores est maitenue.

Diverses recherches ont ét¢ effectuées pour améliorer efficacit€é au champ des sels

d’alkylammonium en les combinant avec des sels de cuivre.

Les résultats obtenus par Butcher, Preston et Drysdal (1979), décrits dans le tableau 8,
montrent que 1’ajout de sels de cuivre a un sel d’ammonium est trés bénéfique, particulierement
dans les essais au champ.

Il présente, cependant, divers inconvénients : il conduit a des solutions chimiquement
instables et modifie la couleur du bois ; ce dernier, une fois trait€, peut corroder les métaux placés

a son contact.
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Tableau 8: étude de la protection du bois obtenue en associant le sel
d’ammonium et le sel de cuivre (Butcher, Preston et Drysdale 1979)

Essais de champ Cave a champignons

Bois Traitement kg/m’ Mois | % intact | kg/m’ Mois | % intact
Pinus Chlorure de 10,60 30 80 14 3 82
radiata benzalkonium
Chlorure de
benzalkonium +sel | 11,00 30 94 15 3 98
de cuivre (4: 1)
Chlorure
d’octyldécyl 5,6 30 81 8 3 92
diméthylammonium
Chlorure
d’octyldécyl
diméthylammonium 5,6 30 97 7 3 98
+ sel de cuivre
4:1

Betula Chlorure de 12,50 18 78 13 2 78
benzalkonium
alba Chlorure de
benzalkonium +sel | 11,20 18 86 13 2 90
de cuivre (4: 1)
Chlorure
d’octyldécyl 5,80 18 74 7 2 94
diméthylammonium
Chlorure
d’octyldécyl
diméthylammonium | 6,00 18 96 7 2 100
+ sel de cuivre
2:1
Acétate de coco 6,50 18 50 6 2 10
diméthylammonium
Acétate de coco
diméthylammonium| 6,10 18 84 - - -
+ sel de cuivre
“4:1

Témoins Non traités 0 18 60 0 2 45

I11.5.3.3. Propriétés toxicologiques

Durant de nombreuses années les AACs ont é€ utilisés comme des bactéricides,
désinfectants domestiques, adoucisseurs de linge.

Dans le domaine médical, les ammoniums quaternaire sont utilis€s comme antiseptiques et
désodorisants, en oto-rhino-laryngologie principalement (Centrimonium, par exemple).

Le bromure d’ammonium est utilis€ comme somnifére ou comme médicament de
’épilepsie. (Grand larousse médical. 1984)
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De nombreuses €tudes ont €€ menées sur les propriétés toxicologiques des produits
utilisés dans le domaine de la préservation du bois.

Tillott et Coggings en 1981, ont comparé la toxicit€ des divers produits utilisés pour
préserver le bois, vis-a-vis des mammiferes. Les résultats obtenus sont regroupés dans le tableau

ci-dessous.

Tableau 9 : Comparaison de toxicité des divers produits utilisés pour la
préservation du bois. (Tillott et Coggings. 1981)

Produits DL, mg/Kg Animal
Chlorure d’alkyl (C,,) benzyl 910 Rat
diméthylammonium
Chlorure d’alkyl (C, ,) benzyl 660 Rat
diméthylammonium
Chlorure de dialkyl (C,, C,,) 1100 Souris
diméthylammonium
Alkyl(C,, C,,) diméthylamine 1580 Rat
CuSO,, ;H,O 613 Souris
Bicarbonate de sodium (2H,0) 166 Souris
Pentoxyde d’arsenic 31 Souris
Acide borique 2660 Rat
1740 Souris
Fluorure de sodium 200 Rat
80 Souris

111.5.3.4. Mécanisme d’action des AACs

L’ activité bactéricide des AACs et en particulier, du chlorure d’alkyl diméthylammonium
(C,, aC,y) aét€ mentionné pour la premiére fois par Domagk en 1935.

En 1951 Salton, a conclu que effet bactéricide de bromure de cetyl triméthylammonium
se manifeste par une désorganisation de la paroi cellulaire, et la libération des constituants
cellulaires.

Isomaa (1984), indique que, les sels d’alkyl triméthylammonium agissent au niveau de la
membrane cytoplasmique des Lymphocytes et les Erytrocytes du Rat par intercalation dans la
structure de la couche lipidique.

L’intercalation des agents avec la membrane cellulaire, se fait en trois €tapes distinctes
(Figure 11).

1% étape : Intercalation des molécules amphiphiliques dans la couche lipidique des cellules.

Cette intercalation est gouvernée principalement par des interactions

hydrophobiques.
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2% étape : Désorganisation des chaines hydrocarbonées de la couche lipidique. Ce qui peut
affecter, les fonctions de la membrane tellcs que :
- La mobilit€ des récepteurs, I’activité enzymatique des membranes et la
régulation de la forme des cellules.
3%™ étape : Effondrement de la structure dc la couche ccllulaire. Ce qui entraine la mort des
cellules. Si la concentration du surfactant est importante la membrane cellulaire
peut €tre solubilisée.
La capacité des surfactants a lysé et a affecté le processus membranaire. Celle-ci cst en
relation avec la longueur de la chaine alkyl. Les plus efficaces ont une chaine alkyl longue (C,,,
Cls) :

Bromure de cetyl triméthylammonium = @--—.—
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Figure 11 : Interaction des sels alkyl triméthylammonium avec la membrane

cellulaire (Isomaa 1984)

Afin d’approfondir le mode d’action des pesticides, de nombreux travaux ont ét€ effectués
sur les organites cellulaires de végétaux (chloroplastes et mitochondries) et d’animaux
(mitochondries). Steffann, 1987, a étudi€¢ le pouvoir inhibiteur du bromure benzyl dodécyl
diméthylammonium sur les propri€iés oxydatives ct phosphorylantcs des mitochondries isolées a
partir d’un Basidiomyctte Agaricus bisporus. Cette auteur, a conclu que l’ajout du sel
d’ammonium provoque un gonflement de la mitochondrie. Par conséquent, la membrane interne
devient perméable aux ions K*.

Selon Moreland 1978, le sel d’alkylammonium aurait deux effets : tout d’abord, il
modifierait la fluidité membranaire puis perméabiliserait la membrane au passage des ions K”.

Hensley et Hanson 1975, ont conclu, qu’un pesticide ayant cet effet formerait des pores

membranaires.
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IV. Matériel biologique

IV.1. Essences ligneuses

A. Choix du materiau bois

Deux essences sont retenues :
- Le Pin (Pinus sylvestris.L.)
- Le Hétre (Fagus sylvatica.L.)

Notre choix a €t€ guidé par leur faible résistance aux agents de dégradation et leur
utilisation en tant qu’essences de référence pour les essais de produits de préservation en Europe
(Norme Européenne NE. 113, 1980).

A.1. Le Pin (Pinus sylvestris.L.)

Les essences provenant de montagne, a accroissements fins et réguliers donnent
essentiellement des bois de menuiserie. Celles de plaine, a texture forte produisent des bois de
mines, des poteaux, des bois de charpente et de menuiserie. Les provenances de plaine a texture
et densité€ faibles sont utilisées en caisseries. Les petits bois sont utilisés pour la fabrication des
panneaux de particules et des panneaux de fibres.

A.1. Le Hétre (Fagus sylvatica.L.)

Les utilisations de cette essence sont nombreuses et variées, suivant la grosseur du tronc et
la qualité du bois.

Les petits bois sont destinés a la papeterie, la distillation et le chauffage. Les bois moyens
sont utilisés comme sciages pour 1’ébénisterie, la parqueterie, I’emballage...etc

Les gros bois, de bonne qualité, donnent des placages pour contreplaqués. Ils peuvent €tre
utilisés en €bénisterie, dans la fabrication d’instruments de musique...etc

Les gros bois, impropres au déroulage ont les mémes utilisations que les bois moyens et

peuvent également servir a confectionner des traverses de chemin de fer.

B. Préparation des éprouvettes

Les éprouveties de Pin et de Hétre ont €€ préparées a I’Ecole Nationale supérieure de
Technologies et Industries du Bois (ENSTIB) d’Epinal. Selon le protocole établi par la Norme
Européenne EN.113. Leurs dimensions nominales a 12 % d’humidité€ sont 5 x 2,5 x 1.5 cm
(Figure 12).
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Figure 12 : Préparation des éprouvettes du bois selon la Norme EN113

IV.2. Champignons d’essais :
Les champignons utilisés au cours de nos cxpéricnces représcntent deux agents de

pourritures : fibreuse (ou blanche) et cubique (ou brune).
- Agents de pourriture {ibreuse : (Basidiomycetcs)
- Phanerochaete chrysosporium
- Coriolus versicolor
- Agents de pourriture cubique : (Basidiomycetes)
- Poria placenia
- Gloeophyllum trabeum

- Coniophora puteana
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Ces cinq souches sont utilisées pour étudier 1’efficacit€é des produits, en Boite de Pétr.
Pour les essais sur bois, nous avons choisi d’utiliser deux souches : Coriolus versicolor et Poria
placenta.

Al Coriolus versicolor (L.ex.fr.) Quel.
Synonymes : Polyporus versicolor (L.ex.{r.)
Polystictus versicolor (L.ex.fr.)
Trametes versicolor (L.ex.{1.)
Souche : CTB. 836.A.
Ce germe est cosmopolite et trés commun dans les pays tempérés. On le rencontre presque
toujours sur les feuillus. Il se développe a une température de 25°C et a des pH situés entre 4,5 et
5,5. Ce champignon de plein air nécessite une forte humidit€ pour se développer, on le rencontre

sur les bois de fewllus mis en oeuvre dans des lieux humides ou en contact avec le sol.

B/ Poria placenta (Fries)
Synonyme : Poria monticola (Murill.)
Souche : FPRL. 280.
Cette souche attaque toutes les essences résineuses. Elles se rencontre principalement sur
les poteaux.
Sur des éprouvettes d’aubier de Pin sylvestre, elle provoque une perte de masse minimale

de 20 % en 16 semaines d’exposition.



PARTIE 11

ESSAIS BIOLOGIQUES ET
IMPREGNATIONS DU BOIS
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V. Matériel et méthodes

Introduction

Les sels d’ammonium que nous avons ¢tudiés sont solubles dans ['eau. Apres
imprégnation du bois par ces produits et évaporation du solvant, il reste une certaine quantité¢ de
sel au sein du bois. Si le bois est soumis a un lessivage abondant, une quantité importante du
produit est lessivée.

Notre étude s’intéresse particulierement a ce point, et la solution que nous avons proposée
pour minimiser la proportion de produit lessivable consiste 4 rendre ces produits insolubles dans
I’eau par modification de leur structure chimique. L intérét de cette démarche serait, en particulier,
d’accroitre la rétention du produit et donc la durée de la protection.

Cette modification de structure est réalisée soit au sein du bois aprés imprégnation selon -
une méthode déja utilisée au laboratoire, soit avant traitement du bois, de facon plus classique.
Dans ce dernier cas, il a €€ nécessaire de préparer des microémulsions de produits pour pouvoir
traiter le bois.

Nous avons, en parallele, éudié Pactivité biologique de ces produits une fois leur
structure modifiée.

V.1. Présentations des sels d’ammonium

Nous n’avons pas effectué nous méme la synthese des sels d’ammonium quaternaire. Ces
produits commerciaux sont préparés et distribués par notre partenaire industriel la société
STEPAN Europe de VOREPPE (France).

CH

@ ©
—“CHZ—I"\T"R,CI

CH,

Chlorure de benzalkonium
Nous avons travaillé avec différents mélanges de produits a chaine alkyle (R) plus ou

moins longue tous préparés a partir de deux produits de base décrits dans le tableau ci-dessous.

Nom Formule R

?(133 o C+Cy:<10%

T80 @-—-CHZ—I?I—R,C] C,:50%

M =359,6 g/mole CH; CL:19%
Cie: 9%

Cis:3%

@ %g o C,,:40 %

B80 —-—-CHZ—I*IJ--R,CI Cy:50%

M =315 g/mole CH; Cs: 10%
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V.2. Préparations des sels de formule générale : BF(14 ; 15 ; 16 et 17)

CH

® 0 © 0 _©
-—-C}“Izw}ﬁmR, X (Avec: x = BEL; PFB)

CHs

Ces modifications de structures que nous avons réalisées impliquent des réactions peu
cofiteuses et facile a mettre en oeuvre.

Deux séries de réactions différentes consistant a remplacer le chlorure du sel d’ammonium
par I’anion BF, ou PF, réactif, ont ét€ effectuées :

- La premic¢re série de réactions utilise le réactif NaBF, et conduit a la formation des
produits BF,, et BF .

- La seconde série utilise le réactif KPF, et permet d’obtenir les produits BF ; et BF,,.

Pour la suite nous garderons cette appellation pour alléger notre texte. Le tableau 9
regroupe les sels d’ammonium de départ, les réactifs utilisés pour effectuer les modifications et
les produits obtenus :

Tableau 9 : Modification des sels d’ammonium par les différents réactifs et les

produits obtenus

Sels d'ammonium utilisés Réaciifs Produits obtenus
B,, NaBF, B,, ; BF,= BF14
B, KPF, B;, ; PF,= BF15
T, NaBF, T,, ; BF,= BF16
Tso KPF, T, 3 PF,= BF17

112 g de By, (0,25 moles) a 80 % de matiere active sont solubilisés dans 500 ml d’eau
distillée. Deux équivalents molaires de Na BF, (soit 54,9 g) sont solubilisés dans 250 ml d’eau
distiliée. Les deux solutions sont mélangées et maitenues sous agitation a la température ambiante.
La réaction est instantannée, et forme un précipité blanc. Celui-ci est essoré, lavé avec de 1’eau

distillée et séchée au dessicateur une nuit en présence de MgSo,.
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- BF14 (B,, ; BF,): Tetrafluoroborate d’alkyl benzyl diméthylammonium
* M=410,9 g/imole
* Poudre blanche
*F=64°C
* Rendement = 95 %.

- BF15 (B,, ; PF(): Hexfluorophosphate d’alkyl benzyl diméthylammonium
* M= 4692 g/mole
* Poudre blanche
*F=62°C
* Rendement = 90 %.

- BF16 (T,,; BF,): Tetrafluoroborate d’alkyl benzyl diméthylammonium
* M =366,4 g/mole
* Poudre blanche
*F=63°C
* Rendement = 95 %.

- BF17 (T,, ; PF,): Hexfluorophosphate d’alkyl benzyl diméthylammonium
*M=4245 g/mole
* Poudre blanche
FF=62°C
* Rendement = 92 %.

Nous nous sommes intéressés a la détermination du seuil d’efficacité vis-a-vis des
pourritures du bois. D’une part sur un milieu de culture traditionnel et d’autre part sur le bois lui
méme. En effet, les essais en boite de Pétri n’ont pour prétention que de déterminer rapidement si
une molécule présente ou non une efficacité biocide. Mais, ils ne permettent pas de préjuger de
’activité d’un produit lorsque celui-ci sera appliqué au bois.

La toxicit¢ d’un produit au sein du bois est gouvernée par plusieurs parameétres :
concentration de la solution d’imprégnation, rétention, distribution et 1’utilisation du solvant
porteur.

La mise en évidence de la modification chimique des sels d’ammonium au sein du bois est
réalisée en utilisant la technique de la Microscopie Electronique. L’effet de 1’anion sur Pactivité
biologique des sels d’ammonium est aussi €étudié.
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V.3. Essais biologiques

V.3.1. Essais mycologiques en Boite de Pétri

Pour déterminer I’activité fongicide des produits chimiques, plusieurs techniques, ont €t
mises au point par différents auteurs.

Parmi ces dernieres, on peut citer, les tests sur ’inhibition de la germination des spores, la
croissance, ou la respiration des champignons.

La technique la plus utilisée est ’effet d’un produit sur la croissance des microorganismes.
Elle consiste, a incorporer les substances, sous forme de solutions, 2 un milieu de culture encore
fluide, et par inoculation de ce dernier par le microorganisme choisi. La croissance du
champignon est suivie en fonction du temps. Ceci permet de déterminer 'effet toxique des
produits chimiques a un temps donné.

Nous avons utilisé€ la formule ci-dessous, pour déterminer le taux d’inhibition T en (%)

pour chaque concentration du produit.

Surface envahie par le champignon pour une concentration donnée

T (%) =100 (1- Surface envahie par le champignon, dans les boites témoins

Dans nos expériences, nous testons I’activit¢ fongicide de deux types de produits :
- Produits solubles dans 1’eau. Dans ce cas I'incorporation au milieu de culture est
facile.
- Produits insolubles dans I’eau. L’incorporation de ces derniers dans le milieu de

culture se fait par solubilisation préalable dans une petite quantité d’acétone.

a/ Les produits solubles : (B, et T,)
A partir d’une solution meére a 1 gramme de sel par litre d’eau distillée, nous avons préparé
une série de Boite de Pétri a des concentrations croissantes (0, 25, 50, 100, 150 et 250 ppm).

b/ Les produits insolubles : BF (14 ;15 ; 16 et 17)

Ces produits se présentent sous forme de poudre blanche, insolubles dans 1’eau, sont
préalablement solubilisés dans ’acétone (0,1 ml) et rapidement introduits dans le milieu porté€ a
70°C.

La préparation est soigneusement agitée jusqu’a complet refoidissement afin de réaliser
une suspension homogene des produits dans le milieu de culture. Lors du coulage, les boftes sont
laissées entrouvertes (sous la hotte, et autour du bec) quelques instants, pour laisser €vaporer

d’éventuelles traces d’acétone.



38

Ainsi, nous avons préparé des boites de Pétri a des concentrations croissantes (0, 25, 50,
100, 150 et 250 ppm de matiere active).

Des milieux de culture avec et sans ac€ione sont préparés pour vérifier d’éventuelles
interactions ou inhibitions de cette derniére.

Les boites sont inoculées avec le champignon d’essai et ’activité inhibitrice des produits
est évaluée en mesurant quotidiennement par planimetre I’évolution de la croissance du mycélium
Jjusqu’au moment ol les boites €moins sont complétement envahies par le champignon. Le taux
d’inhibition T en (%) est calculé en appliquant la formule citée précédement.

V.3.2. Essais sur bois

La technique en boite de Pétri évoquée précédement permet d’étudier 1’activité intrinséque
des produits, mais elle n’est pas directement transposable au bois. 11 est indispensable de travailler -
sur du bois pour déterminer I’efficacité réelle des produits étudiés.

La méthode d’essai que nous avons utilisée fait I’objet de la Norme Européenne EN.113.
Elle consiste a confronter les champignons et les éprouvettes traitées (de masse initiale connue)
dans des conditions controlées de température et d’humidité. Apres incubation, on détermine la
masse finale des éprouvettes a I’état anhydre et on calcule 1’éventuelle perte de masse.

L’efficacité des produits est donc mesurée par les variations de perte de masse que les
champignons occasionnent a des éprouvettes de bois traitées avec des solutions de concentrations
croissantes de sels d’ammonium non modifiés et modifiés, pendant un temps d’exposition de 16

semaines.

A/ Traitement des éprouvettes de bois.

Les éprouvettes de bois sont séchées a 1’étuve a la température de 80°C. La masse anhydre
initiale (m,) est relevée. Elles sont ensuite placées dans une cloche a vide, munie d’un robinet a
deux voies.

Les éprouvettes sont recouvertes de baguettes de verre, les empéchant de flotter lors de
I’introduction du produit, une pression réduite de 28 mbar est maintenue a ’intérieur de la cloche,
pendant 30 minutes. Aprés ce temps, la connexion avec la pompe est fermée et le produit est
introduit par aspiration. Apres retour a la pression atmosphérique, ’ensemble est laiss€ au repos
pendant 3 heures. Les éprouvettes sont ensuite placées sur une grille, de facon a s’égoutter a 1’ar
libre puis sont séchées a I’étuve pendant 48 heures a 80°C.

A.1/ Imprégnation des éprouvettes avec les sels d’ammonium non modifiés

Ces produits sont solubles dans 1’eau, les €éprouvettes sont imprégnées avec des solutions
a concentrations croissantes de (0 - 0,12 - 0,25 - 0,5 et 1 % en masse).
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A.2/ Imprégnation des €prouvettes avec les sels d’ammonium modifiés

La modification de la structure chimique des sels est effectuée soit au sein du bois, par une
imprégnation en deux temps, soit avant traitement du bois. Dans ce demnier cas, il est nécessaire
de préparer des €mulsions ou des microémulsions dans I’eau des produits pour pouvoir les
introdutre dans le bois.

- La modification au sein du bois, implique les deux traitements successifs suivant :
® Premier traitement avec des solutions & concentrations croissantes (0 - 0,12 - 025 -0,5 - 1 et
3,5 % en masse) de By, ou de T, dans 1’eau,
® séchage,
©® second traitement par des solutions a 1équivalent molaire de NaBF, ou KPF,.

- Les microémulsions sont préparées en mélangeant le sel d’ammonium modifi€, I’alcool ‘
hexylique, la cyclohexanone et un tensioactif denommé Tox.X.7356.B dans des proportions qui
varient en fonction du sel utilisé, les formulations sont regroupées dans le tableau 10.

Les éprouvettes de bois sont traitées avec une solution de microémulsion a 4 % de matiere
active (qui correspond a 3,5 % en masse de sel de départ By, ou T,,). Cette concentration est
fixée, car les solutions de microémulsions ne sont pas diluables a I'infini. A des concentrations

inférieures a 4 % elles sont instables et le produit précipite.

Tableau 10 : Formulations des microémulsions des sels modifiés (a 25 % de

produit brut)

E/C BF;4 E/C BF;s E/C BF¢ E/C BF7
BF14025%) | BF1525%) | BF16(25%) | BF17(25%)
Alcool Hexylique 18 % 16 % 30 % 22,6 %
Cyclohexanone 27 % 29 % 15% 224 %
Tox X 7356 B 30 % 30 % 30 % 30 %

BFj4: correspond a Bgg, BF4 {M =410,9 g/mole}
BFj5: correspond 2 Bgg, PFg {M = 469,2 g/mole}
BFj¢: correspond 2 Tgg, BF4 {M =366,4 g/mole}
BFqv: correspond a Tgg, PFg {M = 424,5 g/mole}

Pour vérifier la toxicité des solvants qui composent les microémulsions des éprouvettes de
Pin sylvestre sont traitées avec une solution contenant 4.8 g d’alcool hexylique, 2.4 g de
cyclohexanone et 4,8 g de tensioactif Tox.x.7356.B dans 100 g d’eau distillée.

Nous avons tenus compte de ces concentrations pour imprégner les éprouvettes de bois en

deux applications successives. Ce qui nous permetira de comparer 1’efficacité des produits



introduits d’une part, par le biais des microémulsions et des produits formés au sein du bois,
d’autre part.

A 3/ lessivage des éprouveties traitées

Les éprouvettes imprégnées sont lavées a 1’eau distillée pour déterminer la quantité de
produit fixé sur le bois et résistant au lessivage.

Nous avons utilis€ la technique de macération des é€prouveties décrite dans la Norme
Francaise NF x 41-565, qui consiste a faire subir aux éprouvettes traitées quatre séries de
délavage dans des flacons contenant de 1’eau distillée en quantité égale a cinq fois le volume des

éprouvettes, cela sous agitation.

A.4/ Détermination de la quantité de produit retenu

Nous déterminons la quantité de produit retenu sur les éprouvettes traitées, lessivées et
séchées, en appliquant la formule suivante :
Produit retenu en gramme = M, - M,

- M, : masse anhydre initiale
- M; : masse anhydre finale.

B/ Exposition aux champignons.

Ces éprouveties sont réparties en trois lots distincts:

Lot e; (éprouvettes traitées): Ce sont les €prouvettes imprégnées et soumises a

l'attaque des champignons. Dans nos essais elles sont au nombre de quatre par concentration et

par flacon.

Lot e, (éprouvettes témoins): Ce sont les éprouvettes non traitées et traitées avec les
solvants utilisés pour préparer les microémulsions. En nombre €gal a celu des, €prouvettes eq,

elles sont placées en flacons de culture.

Lot e3: Ce sont des €prouvettes non traitées et traitées, placées dans des flacons de

culture non ensemencés a raison de quatre par flacon. Elles servent au calcul d'un facteur de
correction (C) des variations de masse des éprouvettes traitées ou non, sous l'influence de
facteurs non liés a l'action lignivore des champignons d'essais.

Le calcul de la perte de masse non corrigée (PMNC) est donnée par la formule suivante:
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PMINC = (mi - mz) / my X 100
Otx:

my : Masse initiale avant exposition au champignon.

m,: Masse finale aprés exposition au champignon.

Cette perte de masse est corrigée par un facteur de correction (C) défini par la formule:

C=@m'y -m') / m'; x 100
Ot
m'l: Masse initiale.
m'5: Masse finale.

La perte de masse corrigée (PMC) est ¢gale &:

PMC = PMNC - C

Les éprouvettes traitées et lessivées ont €€ séchées et avant ’essai biologique proprement
dit, stérilisées a la vapeur d’eau pendant 15 minutes a 120°C.

La durée d’exposition fixée par la norme EN.113 est de 16 semaines. Le seuil d’efficacité
d’un produit est compris entre deux valeurs limites de teneurs correspondant : (appelé aussi limite
de toxicité)

- L’une a la concentration la moins élevée protégeant le bois,

- I"autre a la concentration immédiatement inférieure dans la série employée, pour laquelle

le bois commence a ne plus étre suffisamment protégé.

La protection apportée au bois par le produit, 2 une concentration donnée, est considérée
comme suffisante si les deux conditions suivantes sont remplies :
- La moyenne corrigée des pertes de masse des €prouvettes est inférieure a3 %,
- une éprouvette, au maximum, a une perte de masse supérieure a3 % mais inférieure
a5 %.
Tous les résultats obtenus sont regroupés et présentés sous forme de tableaux en annexe II

tableaux de pertes de masse.



Tableau 11 : Pourcentages d’inhibition des champignons, essais en Boites de Pétri a 25, 50,

- D
WM . W 100, 150, 250 et 500 ppm de matiére active de Ty, et ses dérivés.
me mw Poria Coriolus Gloeophyllum Phanerochaete .
@m % MWW | placenta versicolor trabeum chrysosporium
%%mmm Produits| Ty [T BF, [T, PF¢ [Ty [T BF,| T, PE [Ty | T BE,| Ty PF| Ty | Ty, BF, [Ty, PF
s AT 25ppm | 92 70 76 88 75 75 94 86 88 96 89 94
a S0ppm | 99 | 93 50 96 84 85 | 99| 95 95 |100] 96 98
WMW 100 ppm| 100} 99 97 100 98 98 1000 99 99 (100 100 100
150 ppm| 100] 100 98 100 100 99 1004 100 100 [100] 100 100
250 ppm| 100} 100 100 100 100 100 | 100, 100 100 {100} 100 100
500 ppm| 100} 100 100 1100 100 100 {100 100 100 {100] 100 100
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V1. Résultats et d

VI.1. Essais mycologiques en Boite de Pétri

Les produits qui ont ét¢ synthélisés a partir des scls d’ammonium et les scls d’ammonium

de départ ont été testés sur quatres souches responsables de pourriture du bois.

Les tableaux 11 et 12 regroupent les pourcentages d’inhibition pour les concentrations

étudiées (0 - 25 - 50 - 100 - 150 - 250 ¢t 500 ppm de mati¢re active dans lc milicu dc culture). Ces

Tableau 12 : Pourcentages d’inhibition des champignons, essais en Bofites de Pétri a 25, 50,
100, 150, 250 et 500 ppm de matiére active de B, et ses dérivés.

Phanerochaete

essais nous permeticnt de déterminer la quantit¢ de produil néeessaire pour inhiber totalement la

croissance des champignons étudiés.

Poria Coriolus Gloeophyllum

placenta versicolor trabeum chrysosporium
Produits| By, |BggyBF, | By PFg [Bgy |BgosBEs| By PFg| By, | By BF,| By, PF¢|By, [B,,,BF,[B,,, PF,
25ppm | 92 80 74 89 94 79 96 88 86 98 88 90
50 ppm | 97 95 94 97 99 83 98 96 95 98 98 98
100 ppm} 100} 100 97 1100 100 98 100 99 100 (100} 100 100
150 ppm| 100] 100 100 {100 | 100 99 [100{ 100 100 [100]f 100 100
250 ppm 100} 100 100 (100 | 100 100 | 1000 100 100 {100 100 100
500 ppm| 100] 100 100 (100 | 100 100 | 100, 100 100 [100] 100 100
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Afin de rendre plus claire ces résultats, nous les présentons ci-dessous sous la forme
d’histogramme (Figures 13 a 20). Avant de discuter ces résultats, il convient de mentionner que
ceux obtenus sur le milieu témoin (1 litre de milieu malt - agar additionné de 0,1 ml d’acétone) ne

différent pas de ceux obtenus sur un milieu conventionnel sans acétone.

a/ Poria placenta (Figures 13 et 14)

Sur milieu t€moin, la boite de Pétri est envahie complétement en 11 jours de culture.

Pour les sels d’ammonium non modifiés (Tg, et B,;,) nous observons un arrét total du
développement a partir de la concentration de 100 ppm.

D’apres nos résultats, nous constatons qu’il n’y a aucune différence entre les deux
produits non modifiés Ty, et By, sur Poria placenta.

Pour les sels d’ammonium modifiés tous produits confondus, nous constatons que le seuil
d’efficacité est de 150 ppm, a l’exception du produit B,,,BF, ol nous atteignons 100 %
d’inhibition a une concentration de 100 ppm.

En se référant au tableau 11 et 12, nous remarquons que lorsque la concentration des
produits dans le milieu de culture est multipliée par six, I'efficacit€ de Ty, - T,,,BF, - Ty, PF, -
By, - Bgo.BF, et By, PF, augmente respectivement de 6,4 - 42,9 - 20 - 87 - 25et 35,1 % vis a
vis de Poria placenta.
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% d'inhibition

BRO B80,BF4 B8&0,PF6
Produits testés

Figure 13 : Pourcentage d’inhibition des chlorures d’alkyl benzyl diméthylammonium non

modifiés et modifi€s vis-a-vis de la croissance du Poria placenta.
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Figure 14 : Pourcentage d’inhibition des chlorures d’alkyl benzyl diméthylammonium non
modifiés et modifiés vis-a-vis de la croissance du Poria placenta.

b/ Coriolus versicolor (Figures 15 et 16)

La totalit€ de la boite de Pétri est envahie apres 10 jours de culture sur milieu témoin.
Nous constatons que les deux sels d’ammonium non modifiés (T, et B;,), ont une action

similaire sur Coriolus versicolor.

Linhibition totale de ce germe est obtenue avec une concentration de 100 ppm de matiere
active dans le milieu de culture.

Gadat (1986), a étudié I’action du PCP sur ce germe, avec des concentrations de 400 ppm
et 500 ppm les taux d’inhibitions sont respectivement de 71,5 % et 77,7 %.

L’action inhibitrice des sels d’ammonium sur le Coriolus versicolor est supérieure a celle
du PCP. En effet, 'inhibition de la croissance totale Coriolus versicolor est obtenue avec une
concentration de 150 ppm pour tous les produits préparés, a ’exception des sels d’ammonium
associés a l’anion PF, ou la concentration nécessaire pour inhiber totalement la croissance de cette
souche est de 250 ppm.

En comparant les résultats obtenus avec les sels d’ammonium non modifiés (Tg, et Bg,)
sur Poria placenta et Coriolus versicolor, nous pouvons remarquer, pour des concentrations
inférieures a 100 ppm, que Coriolus versicolor résiste plus que Poria placenta.

En se référant au tableau 12, nous constatons que 1’action inhibitrice des sels d’ammonium
modifiés dépend de ’anion associé a ces derniers. En effet, 42 une concentration massique de 25

ppm nous obtenons un taux d’inhibition de 94 % de Coriolus versicolor en utilisant le sel
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d’ammonium By, associ€¢ a I’anion BF,, alors que, pour le méme sel B;, et a la méme
concentration massique associ€ a 1’anion PF,, le taux d’inhibition est de ’ordre de 79 %. Ce
résultat peut €tre expliqué par le nombre de moles des produits présents dans le milieu de culture.
Pour une méme concentration massique de 25 ppm, nous avons en solution 6,1 10° moles
de B,,,BF, et seulement 5.3 10 moles de By, PF,.
Plus la concentration des produits augmente dans les milieux de culture, et plus les écarts
entre les taux d’inhibition se réduisent et deviennent identiques pour des concentrations élevées.

B 25ppm
50 ppm
B 100 ppm
E 150 ppm
O 250 ppm
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B8&0 BR0O,BF4 B80,PF6
Produits testés

Figure 15 : Pourcentage d’inhibition des chlorures d’alkyl benzyl diméthylammonium non
modifiés et modifiés vis-a-vis de la croissance du Coriolus versicolor.
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% d'inhibition

T80 TS0,BF4 T&O0,PF6
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Figure 16 : Pourcentage d’inhibition des chlorures d’alkyl benzyl diméthylammonium non
modifiés et modifiés vis-a-vis de la croissance du Coriolus versicolor.



c/ Gloeophyllum trabeum (Figures 17 et 18)

Sur le milieu témoin, cet agent de pourriture cubique colonise toute la surface de la boite
de Pétri en 11 jours.

Ce champignon est beaucoup plus sensible aux sels d’ammonium que les deux souches
précédentes. En effet, des concentrations de 50 ppm suffisent pour réduire son taux de croissance
de 95299 %.

Aux concentrations de 100 ppm (0,01 % ) nous constatons un arrét total de la croissance
du champignon.

Gadat (1983), a déterminé les doses d’inhibition totale de la croissance de ce
basidiomycete par CuSo, et les formulations CCA. Elles sont respectivement de 0,04 % et 0,07
%.

En Boite de Pétri Iefficacité des sels d’ammonium est donc quatre fois supérneures au
CuSo, et sept fois supérieure au CCA sur ce champignon.

Par contre, les sels d’ammonium sont moins efficaces que PCP qui inhibe totalement la
croissance de ce basidiomycete a une concentration de 1’ordre de 30 ppm.

% d'inhibition

B8O B80,BF4 B&0O,PF6
Produits testés

Figure 17 : Pourcentage d’inhibition des chlorures d’alkyl benzyl diméthylammonium non

modifiés et modifiés vis-a-vis de la croissance du Gloeophyllum trabeum.
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Figure 18 : Pourcentage d’inhibition des chlorures d’alkyl benzyl diméthylammonium non

modifiés et modifiés vis-a-vis de la croissance du Gloeophyllum trabeum.

d/ Phanerochaete chrysesporium (Figures 19 et 20)

La souche a une croissance rapide. En effet, sur le milieu témoin la boite est envahie
complétement au bout de 2 jours de culture. Ce basidiomycete est le plus sensible aux sels
d’ammonium, puisqu’a 50 ppm nous atteignons des taux d’inhibition de 1’ordre de 98 4 100 %.

d'inhibition

%o

B8O B80,BF4 BRO,PF6
Produits testés

Figure 19 : Pourcentage d’inhibition des chlorures d’alkyl benzyl diméthylammonium non
modifiés et modifiés vis-a-vis de la croissance du Phanerochaete chrysosporium.
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Figure 20 : Pourcentage d’inhibition des chlorures d’alkyl benzyl diméthylammonium non
modifiés et modifiés vis-a-vis de la croissance du Phanerochaete chrysosporium.



49

Conclusion

Les sels d’ammonium non modifiés et modifiés, se montrent efficaces pour endiguer le
développement des basidiomycetes testés sur milieu de culture.

Les concentrations massiques (en ppm) en fongicides permettant 1’inhibition totale de la
croissance des champignons sont regroupées dans le tableau ci-dessous.

Nous intégrons dans ce dernier les résultats de Gadat (1983 et 1986) avec le PCP, CuSo,
etle CCA.

Poria Coriolus Gloeophyllum | Phanerochaete
placenta versicolor trabeum chrysosporium
T, 100 100 100 50
Ty BF, 150 150 150 100
Ts PF 250 250 150 100
B,, 100 100 100 100
B,,BF, 100 100 150 100
B, PF, 150 250 100 100
PCP - > 3500 30 -
CuSo, - 600 400 -
CCA - 1700 700 -

(*) : Le taux d’inhibition est de 77,7 % a cette concentration.

Si on compare globalement les sels d’ammonium modifiés et non modifiés, il est difficile
de mettre en évidence une supériorit€ des uns par rapport aux autres. L’efficacité d’un produit
dépend non seulement de sa quantité¢ dans le milieu de culture mais aussi de ’anion qui lui est
associ€. Il aurait donc €€ souhaitable de comparer I’activité¢ fongicide des produits pour des
concentrations molaires identiques.

Les essais mycologiques en Boite de Pétri ont mis en évidence une efficacité certaine de
I’ensemble des produits testés.

Cependant ils ne permettent pas de préjuger de ’activité d’un produit lorsque celui-ci sera
appliqué au bois, ni de connaitre la teneur a laquelle il conférera la protection désirée.



V1.2. Essais sur bois

Pour les raisons é€voquées précédemment, des essais de détermination de seuils
d’efficacité fongicide des différents produits, appliqués dans le bois ont été entrepris.
Poria placenta et Coriolus versicolor ont été choisis, d’une part parcequ’elles présentent
une bonne résistance aux produits testés en boite de Pétri, d’autre part pour que soient

représentées un agent de pourriture cubique et de pourriture fibreuse.

VI1.2.1. Traitement des éprouvettes de bois
L’ensemble des données recueillies est fourni en annexe II (rétentions tableaux 1 a 14,

perte de masse par éprouvettes et moyennes, humidités finales tableaux 12 12).

VI.2.1.1 Imprégnation des éprouvettes avec les sel

d’ammonium non meodifiés (T,, et B,,)).
Des éprouvettes de Pin et de Hétre sont imprégnées sous vide avec des concentrations
croissantes (0-0,12 - 0,25 - 0,5 et 1 %) et lessivées selon la norme francaise NF. 41-565. Les
masses de produits retenus apres traitement avec des solutions de concentration 1 % puis

lessivage des éprouvettes sont rassemblées dans le tableau 13 et 14.

Tableau 13 : Rétention des sels d’ammonium non modifiés (T, et By ) sur des éprouvettes de Pin

sylvestre trait€es avec une solution a 1 % avant et apres lessivage.

Avant lessivage Apres lessivage
m, m, Quantit€ retenue en m, Quantit€ retenue en
Produits g g g mmoles % g g mmoles %o
Tso 9,405| 9,580 | 0,175 | 0,56 1,90 9,501 | 0,096 0,31 1,02
+026] £0,26 |+0,01| £0,02 | £0,10 | £0,27 | +£0,006 | + 0,014 | £ 0,03
B,, |8711]| 8818 | 0,107 0,30 1,23 8,734 | 0,024 | 0,065 | 0,26
+0,58] £0,57 [£+001} £0,02 | £0,15 | £0,57 | £0,01 | +£0,038] £0,18

Tableau 14 : Rétention des sels d’ammonium non modifiés (T, et B,,) sur des éprouvettes de Hétre

traitées avec une solution a 1 % avant et apres lessivage.

Avant lessivage Apres lessivage
m, m, Quantit€ retenue en m, Quantité retenue en
Produits g g g mmoles % g g mmoles %
Tso 10,726 | 10,880 | 0,154 0,5 1,43 10,859 | 0,133 0,42 1,24
+035] 036 |+001| £004 | 20,10 | £033 | £0,01 | £0,02 | £0,09
Bg, 13,344 | 13,515 | 0,171 0,5 1,31 13,357 | 0,013 0,04 0,1
+058 | £0,57 | £0,00] £0,02 | £0,12 | +0,56 | +0,02 | £0,05 | +0,15
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Nous avons, par ailleurs, tracé les courbes correspondant aux rétentions des sels
d’ammonium exprimées en gramme en fonction des concentrations du bain de traitement (figures
21a33).

Les tableaux 13 et 14 montrent que, quelque soit I’ essence considérée, le sel d’ammonium
T, est mieux retnu que By, apres lessivage.

Le lessivage a une forte incidence sur la quantité du sel d’ammonium T, retenu par le Pin
sylvestre. En effet, 45 % du produit total retenu est éliminé. Par contre, sur le hétre le lessivage
n’€élimine que 14 % du produit retenu.

Quelque soit I’essence, le lessivage élimine a peu pres 80 % du produit By, contenu par le
bois, ce sel résistant moins bien au lessivage que le Tg,. Les figures 21 et 22 analysent un peu

mieux le comportement du Pin sylvestre face aux deux sels.

—&—  Avant lessivage
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Concentrations croissantes de T80
(% en masse)

-0,10

Figure 21 : Quantité moyenne de T, retenu en gramme sur des éprouvettes de Pin sylvestre en
fonction des différentes concentrations (% en masse)
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Figure 22 : Quantité moyenne de By, retenu en gramme sur des éprouvettes de Pin sylvestre en
fonction des différentes concentrations (% en masse)

La rétention de Ty, par le bois augmente assez netiement avec la concentration des produits

dans le bain de traitement, que ce soit avant ou apres lavage.

Pour By, il y a aussi augmentation, celle-ci semble &tre moins nette et semble tendre vers
une valeur limite ( de I’ordre de 0,10 g avant lessivage).

Pour tenter de mieux comprendre 'effet du lessivage sur la quantité des deux sels
d’ammonium (T, et By,) retenus par le bois, nous avons calculé€ le pourcentage des produits
lessivés pour les concentrations utilisées. Les résultats obtenus sont regroupés dans le tableau 15.

Tableau 15 : Quantit€s des produits retenues apres lessivage par le Pin sylvestre en fonction des

différentes concentrations utilisées.

Concentrations quantités retenues en (g) apres lessivage
en % Tso B,,
0,12 -0,034 -0,084
0,25 -0,038 -0,045
0,5 0,028 0,006
1 0,096 0,024

Leffet du lessivage est important pour les faibles concentrations, au fur et 2 mesure que la
concentration des bains de traitement augmente, la quantit€ des produits lessivés diminue (Tableau

15).
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Les figures 23 et 24 décrivent les quantit€s en gramme, des produits retenus cette fois par
le Hétre en fonction des concentrations des bains de traitement. Les courbes ont & peu prés la
méme allure que celles du Pin.

Néanmoins, sur le Hétre nous constatons que, pour des faibles concentrations 0,12 % de
Tg, €10,25 20,5 % pour By, avant lessivage la perte de masse est assez importante par rapport a
celle enregistrée sur le Pin.

Cette perte de masse peut étre expliquée par la composition chimique du Hétre. En effet,
cette essence est plus riche en substances extractibles que le Pin sylvestre.

La quantité¢ des produits dans les solutions de traitement & faible concentration est
insuffisante pour compenser la quantité d’extractibles entrainés hors du bois. Lorsque la quantité
des produits augmente et devient suffisante pour compenser la quantit€¢ des extractibles €liminés,
nous enregistrons alors des gains de masse. Ce phénomene de perte de masse est mentionné par
plusieurs auteurs (Malek, 1991 et Gadat, 1986).

Le lessivage a une influence sur la fixation de B,,. En effet, 92,4 % du produit est lessivé.
Pour le Ty, le lessivage n’a pas d’incidence sur sa rétention, ce qui confirme les résultats obtenus
sur le Pin.

—&—  Avant lessivage
0,20 : —— Apres iessivage

0,15

0,10

Ch
5 0,05

0,00

Masse de produit retenu

-0,05

0,10 Ty T T T T T T T T T T T T T
00 0,1 02 03 04 05 06 0,7 08 09 10 1.1

Concentrations croissantes de T80
(% en masse)

i 1 i

Figure 23 : Quantit¢ moyenne de T, retenu en gramme sur des éprouvettes de Hétre en fonction
des différentes concentrations (% en masse)
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Figure 24 : Quantité¢ moyenne de By, retenu en gramme sur des éprouvettes de Hétre en fonction
des différentes concentrations (% en masse)

VI1.2.1.2 Préparation des tétrafluoroborates et des
hexafluorophosphates d’ammonium au sein du bois

Des éprouvettes du bois de Pin sylvestre et de Hétre sont soumises a deux imprégnations
successives. Pour ce qui est de la premiere, nous les avons traités avec des solutions aqueuses
contenant différentes concentrations de chlorure d’ammonium. Aprés séchage, un deuxiéme
traitement avec une solution aqueuse contenant un équivalent molaire de NaBF, ou KPF,
relativement au sel d’ammonium est effectué, puis les éprouveties sont séchées puis soumises au
délavage. Les résultats obtenus sont présentés sous forme de courbes dans les figures 25 a 32.

Avant lessivage, les éprouvettes obtenues présentent en surface une fine couche blanchdtre
probablement constituée de chlorure de sodium.

La modification de la structure chimique du sel d’ammonium est mise en évidence en
particulier par I’analyse au microscope €lectronique a balayage décrite au paragraphe (Balayage).
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Figure 25 : Quantit€ de tétrafluoroborate d’ammonium T, BF, retenu en gramme sur des
éprouvettes de Pin sylvestre en fonction des différentes concentrations (% en masse)
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Figure 26 : Quantité de tétrafluroborate d’ammonium B,,,BF, retenu en gramme sur des
éprouvettes de Pin sylvestre en fonction des différentes concentrations (% en masse)
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Figure 27 : Quantité d’hexaflurophosphate d’ammonium Ty, PF, retenu en gramme sur des
éprouvettes de Pin sylvestre en fonction des différentes concentrations (% en masse)
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Figure 28 : Quantité¢ d”hexaflurophosphate d’ammonium By, PF, retenu en gramme sur des
éprouvettes de Pin sylvestre en fonction des différentes concentrations (% en masse)
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Figure 29 : Quantit€ de tétrafluoroborate d’ammonium T, BF, retenu en gramme sur des
éprouvettes de Hétre en fonction des différentes concentrations (% en masse)
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Figure 31 : Quantit¢ d’hexaflurophosphate d’ammonium T, , PF, retenu en gramme sur des
éprouvettes de Hétre en fonction des différentes concentrations (% en masse)
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Figure 32 : Quantité d’hexaflurophosphate d’ammonium B, , PF, retenu en gramme sur des
éprouvettes de Hétre en fonction des différentes concentrations (% en masse)
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Les quantités molaires estimées des produits retenus sur le bois, trait€ avec des solutions a
1 % de matiere active (3,17 mM) de Ty, et 1 % de matiere active (2,84 mM) de Bg,, sont
regroupées dans les tableaux 16 et 17. Les pourcentages des produits retenus sur le bois sont
calculés par rapport aux concentrations molaires des solutions de traitement.

Tableau 16 : Quantités de produit (T, T40:BF, et T,;PF,) retenu (en mM) sur le bois apres

lessivage.
Essences Pin sylvestre Hétre
Produits mM % produit retenu mM %0 produit retenu
Tso 0,31 9.8 0,42 13,2
Ts0;BF, 0,35 11,0 0,39 12,3
Tgo: PF, 0,32 10,1 0,48 15,1

Tableau 17 : Quantités de produit (By,, Bg,;BF, et By ;PF) retenu (en mM) sur le bois apres

lessivage.
Essences Pin sylvestre Hétre
Produits mM % produit retenu mM %0 produit retenu
B,, 0,067 2,4 0,036 1,3
B,,;BF, 0,13 4.6 0,027 0,95
B,,;PF; 0,16 5,6 0,16 5,6

La modification de la structure chimique des sels permet d’augmenter la quantit€ de
produit retenu dans le bois.

Pour le B, qui est sensible au lessivage, nous constatons que la quantité molaire retenue
sur le Pin sylvestre aprés lessivage a doublé (tableau 17). Par ailleurs, la fixation des différents
produits dépend du type d’essence utilisée et de la nature de ’anion fix€. Ainsi nous obtenons une

meilleure résistance au lessivage avec ’anion PF.

VI1.2.1.3. Imprégnation du bois avec les émulsions

Les éprouvettes de Pin sylvestre sont traitées avec une solution d’émulsion a 4 % de
matiere active. Comme nous ’avons mentionné précédemment au paragraphe (V.3.2. A.2), a
des concentrations inférieures a 4 % concentration ot les émulsions deviennent instables.

En parali¢le, a des fins de comparaison, des éprouvettes sont traitées en deux applications
successives comme précédemment, en premier temps avec des solutions de By, ou Ty, a 3,25 %
de matiere active et en deuxieme temps avec une solution a 1 équivalent molaire de NaBF, ou
KPF,.



Les résultats obtenus sont présentés sous forme de tableau en Annexe I (Tableaux 13 et
14). Le tableau 18 représente les quantités molaires des différents produits retenus sur le bois

avant et apres lessivage.

Tableau 18 : Quantité des produits retenus en (mM) sur les éprouvettes de Pin sylvestre avant et

apres lessivage

Produit retnu en mM
Produits Avant lessivage Apres lessivage % de produit retenu
apres lessivage

B,, 1,81 1,04 57,5
B, BF, 2,11 1.4 66,4
BF,, émulsion 2,19 1,5 68,5
B, PF, 2,19 1,9 86,8
BF, émulsion 1,66 1,1 66,3
Ty, 2,17 1,06 488
Ts BF, 2,39 2,09 87,4
BF, , €émulsion 1,55 1,07 69,0
Ty PF, 1,57 1,53 97,5
BF,, émulsion 2,42 1.8 74.4

Nous constatons que, comme attendu, la modification de la structure chimique des sels
d’ammonium au sein du bois est trés bénéfique. Puisqu’elle permet de réduire considérablement

les quantités de produit lessive.

Des éprouvettes traitées avec By, et Ty, perdent au lessivage respectivement 42,5% et
51,2% du produit introduit dans le bois.

Des éprouvettes traitées avec les sels d’ammonium préparés (T, PF,) au sein du bois ou
introduits par le biais des émulsions, ne perdent respectivement que 3% et 25% des sels

d’ammonium lors du lessivage.

En comparant les procédés de traitement en un temps et en deux temps, nous constatons
que ce dernier permet de retenir dans le bois apres lessivage une charge plus importante (Tableau
18). Cependant pour des éprouvettes traitées avec By, BF, en deux temps, ou en émulsion,
nous retenons des quantités identiques.

Il apparait aussi, que quelque soit le sel d’ammonium de départ, la résistance au lessivage

est améliorée avec I"anion PF.
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VI.2.2. Mesure de la résistance biologique des éprouvettes traitées

avec le térafluoroborate et I’hexafluorophosphate d’ammonium

VI1.2.2.1 Eprouvettes traitées en deux applications successives

Afin de déterminer le seuil d’efficacité de chaque produit, les éprouvettes traitées sont

exposées a des cultures pures de champignon pendant 16 semaines. Nos résultats détaillés sont
donnés en annexe II (Tableaux 1 a 12).

Dans le tableau 19 nous présentons pour chaque produit le seuil d’efficacit€ (expnmé en

gramme de produit retenu sur le bois) vis-a-vis des champignons d’essai.

Tableau 19 : seuils d’efficacité sur bois des sels d’ammonium non modifiés et modifiés (exprimés

en gramme de produit retenu sur le bois)

Champignons
Produits Poria placenta Coriolus versicolor
Ty <0,028 0,038<S.E=<0,133
TsBF, <0,031 <0,144
T, PF, <0,042 >0,205
B, <0,006 <0,013
B, BF, <0,054 <0,011
B,, PF, <0,049 <0,073

Le Pin sylvestre est exposé au Poria placenta qui entraine une perte de masse des
éprouvettes t€moins de 24,2 %. Tandis que pour le Hétre exposé au Coriolus versicolor, nous

enregistrons des pertes de masse de I’ordre de 27,7 %.

T,octses dérivés

Nous constatons que le Coriolus versicolor résiste plus aux produits que le Poria placenta.

En effet, pour tous produits confondus, des quantités inférieures a 0,054 g (concentration
de la solution de traitement inférieure a 1 %) sont suffisantes pour protéger le Pin sylvestre contre
le Poria placenta. Par contre des quantités supérieures sont nécessaires pour protéger a 100 % le
Heétre contre I’attaque de Coriolus versicolor (Tableau 19).

Par ailleurs, nous constatons que le sel d’ammonium Ty, associ€ a ’anion PF; voit son
efficacité¢ diminuer. Sur le Hétre, le sel d’ammonium T,, non modifié a un seuil d’efficacité
compris entre 0,038 g et 0,133 g (concentration de la solution de traitement comprise entre 0,5 et
1 %). Associé a l’anion BF,, son seuil d’efficacité est inférieur a 0,144 g (concentration de la

solution de traitement inférieure a 1 %).
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Le méme sel associ€ a I’anion PF, voit alors son efficacit€ dépasser 0,205 g (concentration
de la solution de traitement supérieure a 1 %) (Tableau 19).

B, et ses dérivés

Une charge infénieure a 0,013 g (concentration de la solution de traitement inférieure a 1
%) de By, est suffisante pour protéger totalement les deux essences contre [’attaque des deux
champignons. Comme pour le Ty, la nature de I’anion influence I’efficacité du sel. Le sel associé

aI’anion BEF, est plus efficace que le méme sel associé€ a I’anion PF,.

VI1.2.2.2 Eprouvettes traitées avec les émulsions

Ces éprouvettes sont lessivées, séchées et exposées a une culture pure de Poria placenta
pendant 16 semaines.

Les résultats sont représentés sous forme de tableaux en annexe II (Tableaux 13 a 18).-
Nous constatons que les éprouvettes non traitées et les éprouvettes traitées avec les solvants
présentent respectivement des pertes de masse de 25,6 % et de 31,2 %.

Les solvants utilisés ne présentent aucune toxicité vis-a-vis du Poria placenta. Les
éprouvettes de Pin sylvestre traitées avec les solvants et exposées au Poria placenta présentent une
perte de masse supérieure a celle enregistrée sur des éprouvettes témoins.

Les éprouvettes traitées avec les €émulsions ou en deux applications successives sont
protégées a 100 % contre |’attaque de Poria placenta.

En effet, les quantités retenues sur le bois sont largement supérieures au seuil d’efficacité.
Pour les émulsions, nous retenons sur les éprouvettes de Pin sylvestre des quantités allant de
0,393 g2a 0,752 g (Annexe II tableaux 15 a 18). Pour le procédé en deux applications successives
la charge introduite dans le bois est de ’ordre de 0,333 g 40,866 g (Annexe II tableaux 13 et 14).



PARTIE III
MICROSCOPE ELECTRONIQUE
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VII. Microscope Electronique i Balayage

Nous avons fait appel a cette technique parce que d’une part elle nous permet d’étudier la
surface d’un échantillon massif et que d’autre part I’étape de la préparation des échantillons est

souvent moins longue et moins compliquée.
L’échantillon doit €tre rendu sec et conducteur. La conductibilité de ce demier est réalisée

par un dépdt d’une couche métallique en surface. Le métal évaporé est choisi en fonction de sa
bonne capacité d’émission d’€lectrons secondaires et de sa facilité¢ d’évaporation. C’est de I’or, du

platine, du palladium ou des alliages de ces métaux qui sont utilis€s.

Vil.1. Rappel des différents organes de la colonne du M.E.B. (Figure 33)
L échantillon est exploré par une petite sonde et les électrons incidents sur sa surface sont -
absorbés ou rétrodiffusés. Ces derniers sont recueillis par un détecteur et le courant enregistré va

commander le faisceau d’un moniteur et ainsi créer une image.
Les électrons absorbés provoquent de nombreuses réactions lors de leur ralentissement,

dont certaines peuvent étre exploitées pour former une image.
Le cas le plus utilisé est un électron dit “secondaire” qui est éjecté de la surface il est

ensuite attiré vers un déiecteur. Le courant enregistré est affiché sous forme d’image.
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Figure 33 : Microscope Electronique a Balayage



VI1.2. Préparations des échantillons

Ces procédés sont nombreux et complexes. De plus, chaque type d’échantillon nécessite
une méthode particuliere.

Dans le cas des échantillons biologiques, il faut d’abord fixer le tissu avec des sels lourds,
I’acide osmique par exemple, suivi d’une déshydration par passages successifs dans des bains
d’acétone a concentration croissante.

Etant donné que nos produits sont solubles dans 1’acétone, cette technique ne peut étre
utilisée.

Pour éviter I’effet néfaste de ces traitements, nous avons réalisé des coupes a main levée
dans le sens des fibres du bois (Coupes Longitudinales-Radiales).

Les sections sont placées sur un disque en cuivre, la surface interne en haut. Elles sont
mises dans un évaporateur thermique qui permet de déposer sur ces derniéres une couche fine-
d’or de I"ordre de 300 a 400 °A.

L’observation se fait au service commun de Microscope Electronique a Balayage de
I’Universit€ de Nancy I (Ingénieur M Koehler).

VII.3. Résultats et discussion

Nous avons prélevé des écailles au niveau des éprouvettes de Pin sylvestre traitées
avec une solution aqueuse a 1 % du chlorure d’alkyl benzyl diméthylammonium Ty, T, puis
avec une solution aqueuse a 1 équivalent de NaBF, et T, puis avec une solution aqueuse a 1
équivalent de KPEF, . Ces éprouvettes traitées ont subit ensuite un lessivage selon la norme
francaise NFx41-565.

Sur chaque plage étudi€e, une image est prise. Cette étude ultrastructurale nous permet de
mettre en évidence la modification chimique du sel d’ammonium au sein du bois.

Les photos représentatives sont regroupées dans la Planche 1. Bien que la qualité des
coupes soit mauvaise, nous pouvons constater que le sel d’ammonium T, associé a I’anion BF,
ou PF; est localis€ au niveau des cavités cellulaires (Planche I.B et 1.C) alors que le sel T80
soluble n’est pas visible (Planche 1.A). Cependant, la spectroscopie de pertes d’énergie
d’électrons transmis nous a permis de le détecter (Tableau 20, figure 36) sur les parois cellulaires.
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Planche T : Coupes & main levée des éprouvettes de Pin sylvestre traitées avec

A. Chlorure d’alkyl benzyl diméthylammonium a 1 %

B. Chlorure d’alkyl benzyl diméthylammonium a 1 % puis avec 1 équivalent molaire de NaBF,
C. Chlorure d’alkyl benzyl diméthylammonium a 1 % puis avec 1 équivalent molaire de KPF,



VIII. Microscope Electronique a Transmission (MET)
Le microscope €lectronique a transmission est un instrument particulierement important
pour I’étude locale des matériaux.

Contrairement au microscope €lectronique a balayage oli on peut observer un échantillon
massif, au MET ’échantillon doit avoir une épaisseur inférieure 2 0,2 pwm pour pouvoir étre

traversé par le faisceau d’électrons.

Les techmques de préparations sont tres différentes selon la nature des matériaux. Pour les
échantillons biologiques la technique la plus utilisée est 1’ultramicrotomie. Cette technique tres
délicate qui demande beaucoup de doigté, nécessite généralement deux étapes :

- ’inclusion dans un enrobant approprié€,
- la coupe au couteau de verre ou de diamant sur un ultramicrotome selon la nature
de I’échantillon a couper. ’

[’analyse de la composition chimique de 1’échantillon pendant son observation peut €tre
effectuée.

La technique d’analyse que nous avons utilisée dans notre étude est la spectroscopie par
pertes d’énergie d’€lectrons transmis. Ces analyses sont qualitatives, car elles sont effectuées sur
des volumes trés réduits.

[’avantage de 1'utilisation de cette technique est de détecter et d’analyser les €léments
1égers tel que 'azote.

VIII.1. Spectroscopie par pertes d’énergie
La spectroscopie par pertes d’énergie d’électrons transmis, EELS (ou Electron Energy
Loss Spectrometry), tire partie des interactions qui se produisent entre un faisceau d’électrons et

une cible pour caractériser celle-ci.

VIIL.2. Principe de la spectroscopie par pertes d’énergie

Lorsque les électrons traversent 1’échantillon, ils subissent des chocs avec les atomes de la
matiere. Certains de ces chocs leur font perdre de I’énergie (Figure 34).

Le principe de EELS est donc de mesurer la perte d’énergie des €électrons incidents pour
remonter a la reconnaissance ef au dosage des €léments présents et responsables des pertes
caractéristiques.

La fixation par le tétroxyde d’osmium et les coupes ultramicrotomiques de nos
échantillons traités et lessivés ont ét€ réalisés par Madame Villemin au Centre de Pédologie de
Nancy.

L’observation se fait au service commun de Microscope Electronique 2 Transmission de
I’Université¢ de Nancy I (Responsable M' Ghanbaja).
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Figure 34 : Principe de spectroscopie par pertes d’énergie d’€lectrons transmis

VIill.3. Résultats et discussion

Les résultats obtenus sont présentés dans les figures 35 a 38. Les spectres de pertes
d’énergie d’électrons transmis font apparaitre deux pics dont les positions en énergie
correspondent respectivement a 299 et 411,1 eV.

La premiere valeur s’approche de celle attendue théoriquement pour la raie K du carbone.
La deuxieéme valeur, qui nous intéresse dans notre étude, est proche de celle attendue pour la raie
K de I’azote. Il nous était treés difficile de mesurer cette valeur surtout pour le bois témoin (non
traité) et celui correspondant a un traitement avec du Ty, car le pic est assez large. Ce pic s’affine
pour le bois traité€ avec T, BF, et T, PF, et son poids devient important.

Le tableau 20 regroupe les taux d’azote retrouvé dans des échantillons du bois et ceci pour
chaque traitement. A titre de comparaison, nous présentons aussi le taux d’azote pour le bois

témoin.
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Tableau 20 : Analyses qualitatives et quantitatives de 1’azote des €chantillons prélevés a partir du
bois t€moin et traité par les différents produits

Echantillons Taux d’azote en %
Témomn 2,2
Tso 9
Tg0.BF, 13
Tgo.PFy 13

Nous constatons que le taux d’azote détect€ dans le bois augmente avec le traitement. En
effet, pour le bois traité avec le sel d’alkyl benzyl diméthylammonium seul (T,,) a 1 %, nous
retenons dans le bois 9% d’azote, alors que pour le bois trait€ avec le méme sel d’ammonium a la
méme concentration puis trait€ avec le NaBF, ou KPF; le taux d’azote augmente de 44.4 %.

Ces résultats concordent avec ceux obtenus lors des imprégnations sur bois. L’association

du sel d’ammonium avec un anion BF, ou PF permet d’améliorer sa rétention.
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Figure 35 : Spectre de pertes d’énergie d’électrons transmis,

450

sur du bois témoin
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Figure 36 : Spectre de pertes d’énergie

d’électrons transmis, sur du bois traité avec le chlorure d’alkyl benzyl
diméthylammonium T,
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Figure 37 : Spectre de pe