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GLOX: Glyoxal oxydase

h : Heure

HAP : Hydrocarbures aromatiques polycycliques

HIV-1 : Virus de l'immunodéficience humaine-1

HR: Humidité relative

IPBC: 3-iodo-2-propynyl-N-butyl carbamate

IRTF : Spectroscopie infrarouge a transformée de fourrier
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LCC : Complexe lignine - carbohydrate
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Mg: milligramme
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mL : millilitre
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Nm: nanométre

PAL: Phenylalanine Ammoniac Lyase

Pc : Phanerochaete chrysosporium



PDA : détecteur a barrette de diode

ppm: partie par million

QR : quinone réductase

RMN-CP MAS :Résonance magnétique nucléaire du solide (cross-polarisation / magic angle
spinning)

T: témoin

TFA : acide trifluoroacetique

VTT: Centre National de la Recherche Technique de FINLANDE

UV : ultraviolet

XPS: Spectroscopie de photoélectrons X

[Lg: microgramme
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Introduction générale

1. Introduction générale

Le bois est une ressource naturelle de toute premiere importance qui a toujours été
utilisée par ’'homme. Utilisé comme matériau, il peut servir dans la construction d’habitations
ainsi que de différents ouvrages, mais aussi dans la fabrication de meubles ou d’objets aussi
multiples que variés...Utilisé comme source d’énergie, il servira au chauffage ou a la cuisson
des aliments, mais pourra également trouver des usages dans d’autres applications
énergeétiques (pyrolyse, gazéification...). Enfin, le bois est une source importante de matieres
premieres car il est employé dans différentes industries : la cellulose dans I'industrie papetiere
et des polymeres, les tannins dans le domaine du tannage des peaux et des colles, et de
maniéere plus générale de nombreux extractibles conduisant a des utilisations dans des

domaines trés variés (cosmétique, agroalimentaire, médecine...).

Longtemps considéré comme un matériau incontourndbldjois a ensuite éte
considéré pendant une période relativement récente, comme un matériau « désuet », voyant
son marché diminuer au profit de matériaux concurrents tels que le béton, I'aluminium ou le
PVC. Depuis quelgues années maintenant, on observe une inversion de cette tendance qui fait
du bois un matériau d’avenir a haut potentiel écologique. En effet, la prise de conscience
planétaire sur I'environnement et les émissions de gaz a effet de serre, a conduit les
consommateurs et bon nombre de gouvernements a reconsidérer leur jugement sur le bois.
Contrairement aux ressources fossiles comme le pétrole, le gaz ou le charbon, le bois est un
matériau renouvelable capable de surcroit de stocker lg G® des principaux gaz
responsables du réchauffement climatique. Le rapport Bianco préconisant 'augmentation de
la part du bois dans la construction, des mesures sur I'air visant a diminuer les rejets de CO
ou la Directive Biocide dont le but est de réduire 'impact sur I'environnement des produits de
préservation, sont autant de signaux montrant l'importance de la prise de conscience

collective et I'intérét du bois dans les politiques économiques a venir.

Dans ce contexte, I'industrie du bois est toutefois restée tres traditionnelle, et le
domaine de la recherche autour du matériau plus ou moins important selon les secteurs
d’activités. Un des rbles de la recherche sur le bois est actuellement, de promouvoir son
utilisation dans les années a venir, en se basant sur une meilleure connaissance des propriétés

de ce biomatériau, et par I'élaboration de nouveaux procédés facilitant sa mise en ceuvre.



Introduction générale

L’étude de ce matériau est particulierement difficile du fait de sa complexité, de son
hétérogénéité et sa variabilité. Sa structure et ses propriétés varient considérablement non
seulement entre deux essences, mais aussi au sein d’'une méme essence en raison des
conditions tres différentes auxquelles il peut étre exposé lors de sa croissance (climat,
situation dans le peuplement, station, agressions diverses). Un des inconvénients majeurs du
bois lors de sa mise en ceuvre, est sa sensibilité aux agents de dégradations biotiques et
abiotiques. En effet le bois de par sa composition chimique (lignine, cellulose et
hémicelluloses), constitue une source nutritive de premier choix pour différents insectes et
microorganismes lignocellulolytiques. Par ailleurs, il est également sensible a différents

agents physico-chimiques comme la chaleur, le rayonnement UV et 'humidité.

Le développement de méthodes permettant de contiedlgualité et l'intégrité du
matériau, constitue donc de ce fait un domaine d’investigation important pour promouvoir son
utilisation, mais aussi permettre une meilleure compréhension des phénomeénes intervenant
lors de sa dégradation. C’est dans ce contexte que s'inscrivent les thématiques de recherche
abordées lors de ce travail de doctorat. Dans un premier temps, dans le but de développer une
meéthode rapide permettant de détecter I'activité fongique lors de la colonisation et de la
dégradation du bois par les agents de pourriture, nous nous sommes intéressés a la recherche
de marqueurs chimiques en nous basant sur des méthodes analytiques telles que la
chromatographie liquide haute pression (CLHP ou HPLC). L'identification de telles
molécules permet d’envisager des applications intéressantes dans la mise au point de
méthodes permettant de tester I'efficacité de nouveaux produits de préservation. Dans un
deuxiéme temps, nous nous sommes intéressés a I'étude de la composition chimique et tout
particulierement a la nature des unités osidiques présentes dans le bois avant et apres
traitement thermique dans le but de mieux cerner les réactions de dégradations survenant lors
du traitement et proposer une méthode permettant de contrdler la qualité et prévoir les

performances du matériau.
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Rappels bibliographiques
2. Rappels bibliographiques

2.1. Rappels sur la structure et 'anatomie du bois
2.1.1. Structure du bois, de 'arbre aux constituants macromoléculaires de base

Le bois est le matériau constituant I'essentiel du tronc, des branches et des racines de
I'arbre. C’est un matériau biodégradable principalement composé de carbone, d’hydrogéne et
d’'oxygéne (%C =48,5% H = 6 %0 = 45,5 pour le bois de hétre, Nguilaginaki 2006). Ses
propriétés dépendent non seulement de son anatomie, mais aussi de sa composition chimique
au travers de la nature des trois bio-polyméres qui le constituent (cellulose, lignine et
hémicelluloses), ainsi que de la présence de substances extractibles en plus ou moins grandes
guantités selon les essences considérées.

Les études sur le matériau bois nécessitent donc différents niveaux d’observation en
fonction du type de recherche envisagée. On trouve ainsi des recherches menées a I'échelle
macroscopique, microscopique ou moléculaire, celles ci étant dans tous les cas fortement
imbriquées et dépendantes les unes des autres. Une représentation de ces différents niveaux

d’observations est schématisée dans la figure 1.
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0.1 —Im

2
Planche

Cerne de croissance 10 —100m

I—15mm

Paroi cellulaire
=5 um

Microfibwille |
2—-10nm 7 Molécule

= Inm

13

Figure 1 :Les différents niveaux d'observation du bois de résineux (Rousset 2004)



Rappels bibliographiques

Le tronc(1) de I'arbre est en majorité constitué de cellules mortes. Les couches successives
qui se forment sous le cambiuif2) constituent l'aubier(4) qui correspond au bois
physiologiquement actif. Les trachéidés) actives de l'aubier cessent d'alimenter l'arbre
apres quelques années. Ces dernieres se bouchent et le tissu ligneux s'impregne de différentes
substances qui peuvent étre toxiques pour les agents biologiques. La transformation
progressive de l'aubier en duramg3) est appelée duraminisation. Chez certaines essences
(chéne, chataignier, méleze...) l'aubier est plus clair que le duramen, on dit alors qu'il est
différencié. Il ne résiste quasiment jamais aux champignons lignivores ni aux insectes
xylophages. Le duramen, au contraire, possede une durabilité naturelle qui varie selon les
essences. La distribution et 'accumulation des réserves (amidon, graisses) se fait par et dans
les rayons(6) qui jouent aussi un rdle de conduction de la séve. Au niveau pariétal, la
structure reste relativement constante entre les différentes essences.

Lors de la genése des cellules par division, une couche intercellulaire se forme soudant les
cellules les unes des autres. Par la suite, les cellules sécrétent une paroi priroairsti{8¢e

en majorité de microfibrilles de cellulose enchevétrées de part et d'autre de la couche
intercellulaire. L'ensemble formé par les deux parois primaires de deux cellules adjacentes et
la couche intercellulaire est appelé lamelle moye(f)e Durant, la différenciation de la
cellule, apparait la paroi seconda{8, mince, épaisse ou trés épaisse, composée de trois
couches successives S1, S2 et S3. Ces différentes couches sont constituées en majorité de
microfibrilles (10) de cellulos€11) orientées quasi perpendiculairement a I'axe vertical dans

les couches S1 et S3, alors qu’elles ont une orientation quasi paralléle a I'axe longitudinal

dans la couche S2 la plus épaisse (figure 2).

_e_______,.'--""--‘-—-_i
Paroi

secondaire

Couche (S1, S2, S3)
intercellulaire ™~ 1
rl""'/‘

Paroi primaire

Figure 2 : Structure des parois cellulaires du bois (Jodin 1994)
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Les hémicelluloses viennent se déposer autour de microfibrilles de cellulose, et s’associent
avec elles par différents types d’interactions intermoléculaires (forces de Van der Waals,
liaisons d’hydrogéne...). A cet ensemble vient s’ajouter la liglr®, qui se comporte
comme une matrice « incrustante » pouvant ou non former des liaisons covalentes avec les
polysaccharides (Fengel et Wegner 1984).

2.1.2 Anatomie du bois
Le bois est un matériau poreux, hygroscopique et anisotrope. Il présente des tissus
hétérogenes, organisés selon trois directions (figure 3):
» la direction longitudinale, paralléle a I'axe du tronc,
» la direction tangentielle, tangente aux cernes d’accroissements annuels,

» la direction radiale passant par les rayons de la section.

1-duramen
2-aubier
3-cambium
4-phloeme
5-écorce

Figure 3 : Structure générale du tronc et les différentes directions (Romain Rémond
2004)

Selon l'origine (zone tempérée ou tropicale) et la nature de lI'essence (feuillus ou
résineux), la structure anatomique du bois peut étre plus ou moins complexe. Trés souvent, les

criteres anatomiques sont a la base de la classification et de I'identification des essences.

La structure anatomique du bois des coniferes (gymnospermes) est relativement
simple et uniforme (Figure 4). Les mémes cellules, les trachéides (environ 90% des cellules),
orientées verticalement assurent le double r6le de conduction de la séve et de support
mécanique. Les trachéides portent sur leurs surfaces de nombreuses ponctuations aréolées, qui
permettent le transport de la seve d’'une trachéide a l'autre. Le reste des cellules est constitué
de cellules de parenchyme (10%) qui peuvent se présenter de diverses manieres: soit sous

forme de rayons ligneux possédant de nombreuses ponctuations et assurant les roles de
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synthese, de stockage et de transport de difféerents composeés, soit sous forme de canaux

résiniferes avec des fonctions sécrétrices de substances résineuses (Fengel et Wegner 1984).

Figure 4 : Coupe transversale d’'un échantillon de Rinus sylvestris

La structure anatomique du bois des feuillus (angiospermes), especes plus évoluées,

est beaucoup plus complexe que celle des résineux. Le nombre d’éléments constitutifs est plus

important et leur agencement plus complexe (Figure 5).

1 )
A rayon ligneus -‘%}%
)

B paranchyrne wartical -ﬂ‘ P
< vaisseau Lo
O bois initial J
E baois final

F limite de cemea _
Grossissarment @ 32 ¥

Figure 5 : Plan ligneux d’un feuillu

Le r6le de conduction de la seve est assuré par les vaisseaux qui sont perforés de
ponctuations et communiqguent entre eux bout a bout. Le réle de soutien est assuré par les
fibres qui sont des cellules vides et représentent environ 50 a 60% de la masse du bois. Les

cellules de parenchyme quand a elles jouent un réle de stockage et de transformation des
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eléments nutritifs (Jodin 1994). kechelle de quelques dizaines de micrometre, la couche de
matiere lignocellulosique est assimilable a une structure du type "nid d'abeille".

La présence d’éléments différents comme les vaisseaux et les fibres, donne un choix
plus important d’organisation et donc de complexité structurale chez les feuillus. Les diverses
associations de ces constituants, conduisent a de multiples plans ligneux qui, en fonction des
essences prises en compte, sont a l'origine de leur classification et leur identification. Les
deux clichés rapportés dans la figure 6, présentant une coupe transversale d’'un feuillu de zone
tempérée a pores diffug~dgus sylvatica) et d’'un feuillu de zone tropical@rdvillea
robusta), montrent a quel point les caractéristiques anatomiques peuvent différer d’'une

essence a l'autre.

Fagus sylvatica Grevillea robusta
Figure 6 : Coupes transversales montrant les différences existantes entre deux essences
2.2. Composition chimique du bois

La paroi cellulaire du bois est formée en majorité de différentes macromolécules : la
cellulose, les hémicelluloses et la lignine. A ces polymeres, se rajoutent les extractibles et les
substances minérales. Les pourcentages de ces différents constituants peuvent varier selon
'espece, les conditions climatiques, I'dge de I'arbre et les sites de croissance. La nature et
'agencement des différents constituants du bois, sont a I'origine de ses différentes propriétés.

La séparation et la caractérisation des différents constituants du bois sont difficiles, du
fait de leur étroite association au sein des parois cellulaires. Bien que relativement proche, la
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composition chimique des bois de conifere et des bois de feuillus est légerement

différente (tableau 1).

Tableau 1 : Répartition moyenne des différents composés dans le bois normal des feuillu et

des résineux de la zone tempérée (Sjostrom 1993)

Constituent Résineux Feuillus
Cellulose 42 +£2 45 £2
Hémicelluloses 2712 305
Lignine 283 20+ 4
Extractibles 32 5+3

Dans les bois des zones tempérées, les constituants macromoléculaires représentent entre 95
et 99% du matériau alors que, chez les bois tropicaux, cette valeur est souvent plus faible

(environ 90%) du fait des taux assez éleves d’extractibles (Fengel et Wegner 1984).

2.2.1. La cellulose

La cellulose étant le principal constituant de la bio-masse lignocellulosique, un tres
grand nombre d’études et d’ouvrages lui a été consacrée (Kennedy 1990 ; Heinze 2005). C’est
un homopolymeére linéaire, constitué par un enchainement d’'unités de glucose reliées entre
elles par une liaison glycosidique du tyfpé4,4 (Figure 7). Le motif répétitif de la chaine est

le dimére cellobiose.

H H H
OH OH H on H o OH
o ’ HO -0
! o) HO o)
HO -0 H o H
0 HO OH
OH OH OH
H H H H OHH H
Extrémité —a— Motif glucose—m Extrémité
non réductrice réductrice

-«—— Motif cellobiose———— 3=

Figure 7 : La structure de la cellulose
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La cellulose présente une extrémité réductrice et une extrémité non réductrice. Elle est
caractérisée par un degré de polymérisation moyen compris entre 7000 et 15000 (Fengel et
Wegner 1984).

Dans son état naturel, la cellulose est en partie amorphe et en partie cristalline. Grace a
sa constitution chimique, elle peut établir des liaisons de faible énergie telles que des liaisons
hydrogéne. Elle est associée aux hémicelluloses et a la lignine dans les parois cellulaires.
L’ensemble constitué de la cellulose et des hémicelluloses, est appelé holocellulose. La
cellulose, est considérée comme plus stable thermiquement que les hémicelluloses. Elle joue

un réle primordial dans le comportement mécanique des parois cellulaires du bois.

2.2.2. Lalignine

La lignine est présente dans des proportions plus ou moins importantes dans toutes les
plantes vasculaires (Ptéridophytes, Angiospermes et Gymnospermes). Elle assure rigidité aux
parois cellulaires végeétales et diminue leur perméabilité lors du transport des matieres
nutritives et des métabolites. Elle représente également une barriere chimique aux attaques
extérieures. C’est un polymere tridimensionnel synthétisé au niveau de la paroi cellulaire,

résultant de la polymérisation oxydative de trois unités monomériques (figure 8).

ICHZOH (I':HZOH ICHZOH
CH CH CH
Il Il Il
CH CH CH
OCH;z HaCO OCH;z
OH OH OH
Alcool coumarylique Alcool coniférylique Alcool sinapylique

Figure 8 : Monomeres précurseurs des lignines

La lignine étant différente selon que I'on parle de celle des feuillus ou des résineux
(Fengel et Wegner 1984 ; Sjostrom 1993 ; Jodin 1994), il est plus juste de parler des lignines
plutét que de la lignine. La lignine des résineux comprend principalement des unités

guaiacyles (dérivent de I'alcool coniférylique), alors que celle des feuillus comprend a la fois
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des unités guaiacyles et syringyles (dérivant respectivement des alcools coniférylique et
sinapylique).

L'étude de la structure des lignines, est difficile du fait de leurs relations avec les
autres constituants de la paroi cellulaire. Les lignines ne peuvent étre séparées des
hémicelluloses et de la cellulose, qu'apres des traitements enzymatiques ou chimiques, qui
altérent en partie son intégrité structurale (Sjostrom 1993 ; Fengel et Wegner 1984). Les
liaisons qui existent entre les lignines et les polysaccharides au niveau des parois cellulaires
peuvent étre diverses telles que des liaisons éther, ester ou glycosidique. Le complexe ainsi
formé entre la lignine et les polysaccharides, porte le nom de complexe lignine-carbohydrate
(LCC) (Sjostrom 1993; Jodin 1994). La distribution dans les parois cellulaires, ainsi que la
teneur a différents endroits du bois de la lignine ne sont pas homogénes. La lignine constitue

le polymere le plus abondant sur terre apreés la cellulose.

2.2.3 Les hémicelluloses

Les hémicelluloses sont définies comme étant des hétéropolysaccharides présents dans
les parois cellulaires des végéta@es macromolécules présentent une grande diversité de
structure. Les chaines des hémicelluloses présentent un degré de polymérisation plus faible
gue celui de la cellulose: 100 a 200 unités osidiques pour les xylanes des feuillus par exemple.
Contrairement a la cellulose, ce sont des polymeres totalement amorphes et ramifiés (Fengel
et Wegner 1984). Les hémicelluloses sont composés de différents sucres incluant des hexoses
tels que le glucose, le galactose et le mannose, des pentoses tels que le xylose et I'arabinose et

des acides uroniques (figure 9).

Pentoses Hexoses Acides uroniques Désoxyaldoses
HiOH OOH
0 0 ) o
OH H oH 1O oH
HO H HO H HO H
OH OH OH O Ot
/3 -D-Xytp A-D-Glup /3 -D-Glupy «~L-Rhap
H,OH 00H (désoxy - 6 (L) - mannose)
0 0. ) 0.
HO. H H CH, OH
OH HO H #CO H H HO H
OH H OH
o ~L-Arap 7 -D-Manp 470~ Me-ol - D~Gluply o ~L-Fucp
o H;0H 00H (désoxy - 6 (L) - galactose)
oH 0 o
HO HO
HOKC™ \oH oH oH H H
OH H OH
ol -L-Arat ol -D~Galp « -D-Galpl

Figure 9 : Différents monosaccharides constituants les hémicelluloses (Jodin 1994)
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Les hémicelluloses constituent une matrice amorphe venant enrober la cellulose au
niveau des couches cellulaires. Tout comme la lignine, elles sont intimement associées a la
cellulose au niveau des parois.

La chaine principale des hémicelluloses, peut étre constituée d'une succession de
xylose comme chez les xylanes, ou de différents sucres comme le glucose et le mannose chez
les glucomannanes. Sur ces chaines principales, viennent se greffer des chaines latérales
constituées de différents sucres comme le galactose, I'arabinose et des acides uroniques. Les
résineux et les feuillus peuvent étre différenciés par leurs types d’hémicelluloses, mais aussi
par les proportions relatives des oses qui les constituent.

Les hémicelluloses présentes dans les bois des feuillus de zones tempérées, sont
principalement constituées de glucuronoxylanes (15 a 30%) et de glucomannanes dans des
proportions moins importantes (2 a 5%) (Fengel et Wegner 1984, Jodin 1994).

- La chaine principale des glucuronoxylanes est constituées d’'unités xylose partiellement
acétylées liees par des liaisdh$l,4), sur lesquelles viennent se greffer des résidus d’acide

4-0O-methylétherglucuronique (4-O-Me-GlupU) liés par des liaisefis2) (figure 9).

OH OH
oy D@10y °
OR HO

CH30

OH
O

COOH

+ 4-B-D-Xylp-1 +» 4-B-D-Xylp-1 — 4-B-D-Xylp-1— 4-B-D-Xylp-1
23 7 2

y !

Ac 4-0O-Me-a-D-GIcAp-

Figure 10 : Structure partielle des glucuronoxylanes des feuillus

- Les glucomannanes sont formés de D-glucose liés a du D-mannose par ung{{aigon

et ne sont pas acétylés (figure 11).

CH,OH CH,OH CH,OH

[e) O o) O le) o—
e S e o b8
—O0 o0 Lo 0 o

09 OH OH @OH @

— 4-B-D-Glcp-1 — 4-B-D-Manp-1—= 4-p-D-Glcp-1— 4-p-D-Manp-1 — 4-B-D-Manp-1

Figure 11 :Structure des glucomannanes des feuillus
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Les hémicelluloses des bois de résineux, sont principalement constituées de
galactoglucomannanes (20 a 25%) et d’arabinoglucuronoxylanes (5 a 10%).
- Les galactoglucomannanes sont partiellement acétylés. La chaine principale est constituée
de mannose et de glucose liés par des liaiefis4) auxquels sont liés du galactose par des
liaisons &(1,6) (Figure 12).

HOH H,0H
to: ~ to: —0
®Kon! @ O OR 3 RO DD @K or 2rRoJD @ OR,RO B
-0 (0) o} o) o—
OH
H

® CH,0 CHo0H

-A—ﬁ—n—GlcP—1--£.-,B—D—ManP—1 - L-p-o-Manp -1-+ 4 -ﬂ—D—ManP—1-—
6 2.3

! !

1 Ac
a-o -Galp

Figure 12 : Structure des galactoglucomannanes des résineux

- Contrairement aux xylanes des feuillus, ceux des arabinoglucuronoxylanes de résineux ne
comportent pas de groupements acétyle (figure 13). La chaine principale est formée de résidus
D-xylose liés par des liaisorfs(1,4), auxquels viennent se fixer des résidus de L-arabinose
par des liaisons-(1,6) et d’'acide 4-O-méthylétherglucuronique liés par des liaiggis2)

(Fengel et Wegner 1984 ; Sjostrom 1993).

H
0 (0]
@ L on! ® @ OH Q@
-0 (e} 0 o}
0

H

HyC
®©M2 @
0 HOH,C
COOH OH
®

4= [1-D Xyl P—1 —fl.-[]-n-)(zyl pl T *=4-f-p-Xyl P*‘lfi.-ﬁkﬁ‘)(gl P“‘ut—-t.—lr}-o-)(yl P—I]—-
5

1 1
4-O-Me-a-p-Glc PA a-L-Araf
2

Figure 13 : Structure partielle des arabinoglucuronoxylanes de résineux
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2.2.4 Les extractibles

Les extractibles sont des composés de faible masse moléculaire solubles dans I'eau
et/ou les solvants organiques. lls sont localisés dans les parties poreuses du bois et participent
au bon fonctionnement de l'arbre. Leur quantité et leur nature varient en fonction de
'essence, de la partie échantillonnée, de la saison et du lieu de croissance de I'arbre (Doussot
et al., 2002 ; Prida et Puech 2006). Les extractibles sont a l'origine de nombreuses propriétés
du bois telles que sa durabilité, son odeur ou sa couleur (Jodin 1994 ; Fengel et Wegner
1984). Les taux d’extractibles dans les bois de feuillus provenant des zones tempérées, sont
souvent inférieurs a ceux présents dans les bois de résineux (Fengel et Wegner 1984). Les
bois tropicaux quant a eux, présentent des taux d’extraits pouvant étre beaucoup plus élevés
comme dans le teckT éctona grandis ou ils représentent environ 13% de la masse seche
(Bhat et al., 2005 ; Thulasidas et Bhat 2007).

Certains extractibles peuvent étre lipophiles, alors que d'autres sont hydrophiles. En

fonction de leur nature chimique, on peut les classer en trois catégories:

> les graisses et cires,
> les composeés terpeniques comprenant les terpénes simples et les terpenoides,
> les composés phénoliques comprenant les phénols simples, les flavonoides, les

stilbénes, les lignanes et les tannins.

2.2.4.1. Cires et graisses
Les cires sont des esters d'acides gras et d'alcools gras. Les graisses sont constituées de

glycérides qui sont eux méme des esters de différents acides gras et de glycérol (figure 14).

Graisses Acides gras

AN NSNS -COOH

Acide stéarique

H,C-O-CO-R. H,C-O-CO-R1

HC-O-CO-R HC-O-CO-R2
NSNS AN N _-COOH
HLC-O-CO-R - H,C-OH Acide oléique
Triglycéride  Diglycéride
Cires I Acide linoléique
/”\J/\V/\N/“\/¢\/A\y/\v/\\/COOH

CHS'(C H2)n'O'CO' (C I'&)m‘ CHs
Acide linolénique

Figure 14 : Graisses et cires isolées de différents bois
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On peut rencontrer des mono, des di ou des triglycérides (Fengel et Wegener 1989 ; Jodin
1994). Tous ces composés sont lipophiles et peuvent étre extraits avec des solvants tels que
I'éther de pétrole, I'acétone ou I'hexane. De nombreux composés lipophiles comme les acides
linoléique, linolénique et oléique, et des triglycérides comme la trioléine ont étés identifies
dans le bois de Pin sylvestre (Claassen et al., 2000). Ces composés ont une abondance qui
varie en fonction de la nature du bois, de la localisation dans l'arbre et de la partie
échantillonnée (Jodin 1994 ; Martinez-Ifiigo et al.,1999). Comme pour de nombreuses plantes,
l'odeur du bois est due a la présence de composés volatils. Ainsi, 'aréme des vins vieillis en
fOts de chéne fraichement mis en service, est due a la présence de nombreux composes
volatiles dont IdE) non-2-enal, I'oct-3-en-1-one, (&) oct-2-enal et le décanal provenant de
'oxydation d’acides gras insaturés comme l'acide linoléique, précurse(E)e2rnonenal
(Chatonnet et Dubourdieu 1998). Les graisses et cires, bien que n’étant pas toujours en forte
guantité dans le bois, affectent néanmoins considérablement le procédé de fabrication de la
pate a papier (del Rio et al., 2000; Coelho et al., 2007).

2.2.4.2. Composes terpéniques
Les terpénes et terpenoides sont présents chez toutes les plantes, et représentent de loin le
groupe le plus vaste avec plus de 22000 composés identifiés (Raven et al., 2000). Tous les
terpenes constitués uniquement de carbone et d’hydrogéne, ont pour précurseur commun le 2-
meéthylbutadiéne, connu également sous le nom d’isoprep)(@.es unités C5 des terpenes
résultent d’une succession de réactions enzymatiques, avec pour origine I'acide mévalonique
(MVA) (figure 15).

u, ,LOH 2 ATP
ﬁ ( 2 ADP
COH
HO ©: (1a.b)  pp. @
MVA |

H

PP: pyrophosphate
P. phosphate

-CO, l
(1a) mévalonate kinase @J/K
(1b) phosphomévalonate kinase PP-
(2) mévalonate-5-diphosphate décarboxylase l
=
PP-

Figure 15 : Biosynthese de 'unité terpénique en C5
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Les terpenes peuvent étre subdivisés en différents groupes en fonction du nombre d’unités
isopréne qui les constituent. Ainsi, on peut rencontrer des mono, sesqui, di, ses ou triterpenes,
constitués respectivement de deux, trois, quatre, cing ou six unités isopréne. On rencontre
également des polyterpénes correspondant a des polymeres d’isoprene. Les terpenoides,
contrairement aux terpénes, possedent des groupements fonctionnels oxygénés comme des
groupements alcool, éther ou acide carboxylique. Les résineux renferment de nombreux
monoterpénes, sesquiterpenes, diterpénes et acides terpéniques (Klehhaintz1999 ;
Claassen et al., 2000; Arrabal et al., 2002) (figure 16). Contrairement aux résineux, les
feuillus renferment uniquement des triterpénes (Raven et al., 2000 ; Fernandez et al., 2002 ;
Krasutsky 2006) (figure 16).

9 Qo £ O

a-Pinéne  Limonéne Camphéne Longifoléne Nérolidol

p Acide Acide
“COOH abiétique ‘COOH  pimarique HO [-Sitostérol
OH )\/\/K/\/k/\/\(\/ﬁ/\/\(
HO Bétuline Squalene

Figure 16 : Terpénes et terpenoides isolés de bois de résineux et de feuillus

Bon nombre de terpénes et d’acides terpéniques ont été identifiés dans les effluents de
papeteries. Ces derniers, sont a l'origine de différents problemes et défauts rencontrés lors de
la fabrication du papier. lls sont également a l'origine de problemes de toxicité pour les
milieux dans lesquels ils sont rejetés (Merilainen et al., 2006). Les essences duimyesee

Abies, possedent de nombreux canaux résiniféres, qui secrétent une résine pouvant contenir

bY

différents composés terpéniques. La résine obtenue a partir du pin maritime est
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principalement constituée de monoterpénes et d’acides terpeniques (KlegthaintA4999 ;

Arrabal et al., 2002). Apres distillation, cette derniére conduit a I'essence de térébenthine et a
la colophane, qui trouvent de nombreuses applications dans différents domaines. L’essence de
térébenthine peut étre utilisée comme décapant, et possede des propriétés antiseptiques, alors
gue la colophane est utilisée en cosmétique ou dans des mélanges adhésifs. Certains composeés
terpéniques dPrunus africana comme I'acide oléanolique, I'acide ursoliqué-s&ostérol,

et lap-sitosténone inhibent I'activité de la glucosyl-transférase impliquée dans le processus
d’'inflammation durant le cancer de la prostate (Catalano et al., 1984 ; Breza et al., 1998 ;
Stewart et al., 2003). De nombreux triterpenes, isolés de diverses plantes, possedent des
propriétés trés variées telles les propriétés anti-inflammatoires, antiseptiques, analgésiques,
anticanceuses, et antivirales (Liu 2005). Malheureusement, ces composés n'ont pas que des
effets bénéfiques pour ’lhomme. En effet, bon nombre de composés terpéniques peuvent étre
toxiques pour 'hnomme. C’est ainsi qu’en travaillant Satraclinis articulata, Barrero a isolé
différents diterpénoides qui pourraient modifier le fonctionnement des leucocytes humains a
des concentrations de 10 uM (Barrero et al., 2003). D’autres extraits, comme les huiles
essentielles deMelaleuca alternifolia,sont a l'origine d’irritations, d’allergies et d’'une

importante toxicité (Hammer et al., 2006).

2.2.4.3. Les composés phénoliques
Les composeés phénoliques, englobent un grand nombre de composés possédant tous un
groupe hydroxyle attaché a un cycle aromatique. Les composés phénoliques font partie des
composeés les plus étudiés parmi les métabolites secondaires, mais beaucoup d’entre eux ont
des propriétés encore mal connues (Raven et al., 2000). Ces composés peuvent étre classés en

différentes familles, se différenciant par la complexité de leur squelette de base.

a) Les phénols simples
Les composés phénoliques simples présentent généralement un squelette de type C
Cs, correspondant au motif phenyl propane présent dans les différents précurseurs de la
lignine ou de type £C,, correspondant a la forme oxydée du motif précédent. La figure 17
rapporte les principaux composés de ce type, isolés a partir de différents bois de feuillus ou de

résineux.

L'un des composés les plus connus est I'acide salicylique (acide 2-hydroxybenzoique) isolé
du saule, dont la forme acétylée (acide acétylsalicylique) est a la base de I'aspirine (Raven et

al., 2000 ; Macheix et al., 2005). Dans certains cas, ces composés phénoliques sont présents
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dans le bois sous forme combinée avec d’autres molécules, telles que des sucres comme dans
le cas de la coniférine. De nombreuses poussiéres provenant des bois de feuillus, possédent
des propriétés cancérigenes liées a la présence de quantités plus ou moins importantes d'acide
gallique et de ses dérives (Mammela et al., 2001). Les propriétés toxiques de ces composes,

sont dues a la présence des groupements hydroxyles successifs sur le méme cycle aromatique
(Kamaya et al., 2005).

cleo C|ZOOH cl;Ho CliHZOH
| H r |(|;H rH
CH CH H CH
HaCO i OCH; i OCH, OCH; i “OCH; COOH
OH OH OH o—@ OH

Sinapaldéhyde Acide férulique Coniférylaldéhyde  Coniférine  Acide salicylique

CHO CHO CH, CHO COOH
OCH, © H3CO i OCH; HO/©\OH
OH OH o1 OH OH

p-Hydroxy-

benzaldéhyde Vanilline p-Crésol Syringaldéhyde Acide gallique

Figure 17 :Composeés phénoliques simples isolés de bois feuillus et de résineux

b) Les Stilbenes

Les stilbenes sont des dérivés de I'acide hydroxycinnamique présents aussi bien chez
lez résineux que chez les feuillus (figure 18). L’abondance de stilbénes varie selon la partie de
I'arbre prise en compte. Leur toxicité varie selon leur structure, mais également en fonction
du type de souches bactériennes ou fongiques étudiées (Venalainen et al., 2004 ; Lee et al.,
2005). Certains stilbénes, comme la pinosylvine et ses formes mono ou diméthylées, isolés a
partir de Picea glauca, Pinus banksianaiu de Pinus resinosainhibent fortement la
croissance de pourritures blanches comiMfiemetes versicolor,et Phanerochaete
chrysosporiumalors que leurs effets sur des pourritures brunes cdieakentinus lepideus,

Gloeophyllum trabeurret Postia placenta seraient moins marqués (Célimene et al., 1999).

17



Rappels bibliographiques

HO CH:CH\@ HaC CH:CH\© HO CH:CH\©\
OH

Pinosylvine Pinosylvine diméthyléther Resveratrol

Figure 18 : Stilbénes isolés de bois feuillus et de résineux

La pinosylvine présente une forte activité antibactérienne Sagcharomyces
cerevisiag(Lee et al., 2005). Les Stilbénes sont egalement tres utilisés en pharmacologie. Le
résveratrol par exemple, posséde des propriétés anticancéreuses et cardioprotectrices (Han et

Li 2004 ; Wang et al., 2006 ; Hooper et Cassidy 2006).

c) Les lignanes
Les lignanes sont formés a partir d’unités phénylpropanes, liees entre elles par différentes

liaisons résultants de couplages oxydatifs (figure 19).

o e

C—'CH

HC—CH
2C\ 2(:\ O
i “OCH;, D/@
Pinorésinol Syringarésinol Hydroxymatairésinol

Figure 19 : Lignanes isolés de bois feuillus et de résineux

lls correspondent a des produits de polymérisation incompléte de la lignine, et peuvent exister
sous forme de di, tri, tétra ou penta-lignanes. Ces molécules peuvent étre présentes en grande
guantité au niveau des nceuds de certains résineux. Ainsi, dans le Ragal@bieson a

trouvé jusqu'a 10% de lignanes au niveau des nceuds, constitués a plus de 75%
d’hydroxymatairesinol (Holmbom et al., 2003 ; Willfor et al., 2004). Le bois de cette méme
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essence, comprend pour sa part entre 4 et 6 % de lignanes alors que les racines en
comprennent 2 a 3%. C'est une famille de composés trés étudiée dans le domaine
pharmaceutique et agroalimentaire a cause de leurs effets phytoestrogénes (Murkies 1998 ;
Hooper et Cassidy 2006). Comme la plupart des composés phénoliques du bois, les lignanes
sont dotés de propriétés antioxydantes (Lee et al., 2004). D’autres lignanes sont dotés de

propriétés antifongiques (Kawamura et al., 2004).

d) Les flavonoides

Les flavonoides sont parmis les composés les plus étudiés des métabolites secondaires et
représentent, le plus grand groupe de composés phénoliques présents chez les végétaux
(Raven et al., 2000). Les flavonoides de structure génégals-Cs, se divisent en plusieurs
familles présentant chacune un squelette de base différent. A I'intérieur de chaque famille, on
observe des variations de structure portant principalement sur le degré d’hydroxylation, de
meéthoxylation et de glycosylation de chaque cycle. Les variations de structure sont a l'origine
des propriétés physico-chimiques, et des propriétés biologiques, attribuées a ces composés
(Ohmura et al., 2000; Macheix et al., 2005 ; Hooper et Cassidy 2006). Les principales
familles des flavonoides sont les flavanes, les flavones, les flavanones, les isoflavones, les

chalcones, et les aurones (figure 20).

3
7 2] 4

e
6 4 3 6
Isoflavones 5 4 O Aurones & Chalcones

Figure 20. Différentes familles de flavonoides

Dans de nombreux cas, il est admis que les flavonoides peuvent agir en synergie, en créant un
environnement inhibiteur a I'invasion microbienne. La catéchine et ses dérivés possedent des
propriétés antibactériennes clairement démontrées (Veluri et al., 2004), alors que leurs

propriétés fongicides semblent plus controversées (Bhat et al., 1998 ; Cristobal et al., 2004).

Les combinaisons de flavonoides telles que la quercétine et la morine, la quercétine et la
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guercitrine ou la rutine et la quercétine, permettent d’accroitre I'activité antibactérienne sur
Salmonella enteritidiet Bacillus cereuxomparées a chaque flavonoide utilisé seul (Arima et
al., 2002) (figure 21).

HO. O
OH
OH Catéchine
HO OH
HO l 0 O
OH

Morine OH O Apigénine Biochanine A

O-rha

Quercitrine

Figure 21 :Composés phénoliques antibactériens et anti-appétants

Il a également été montré que la biochanine A (isoflavone), diminuait considérablement le
pourcentage de reproduction des termites du genre Coptotermes formosanus Skiraki, alors que
'apigénine (flavone) était trés toxique pour ces dernieres (Boué et Raina 2003). D’autres
études ont montré que la présence du groupe carbonyle sur I'hétérocycle, et celle de groupes
hydroxyle en position 5 et 7, conditionnait fortement I'activité anti-appétante de certains
flavonoides (Ohmura et al., 2000).

Les composeés les plus impliqués dans la coloration des plantes sont les flavonoides. Ainsi, la
couleur caractéristique de certains bois, comiterocarpus santalinPterocarpus indicus

ou Pterocarpus soyauxdést due a certains flavonoides. La couleur rouge et jaune de ces bois
résulte de la présence de molécules appartenant a la famille des santalines (Kinjo et al., 1995 ;
Surowiec et al., 2004) (figure 22). Ces molécules sont trés utilisées dans le domaine de
I'industrie textile ou elles servent de colorants. La couleur rouge est due aux santalines A et B,

tandis que la couleur jaune est due aux santalines Y et AC (Kinjo et al., 1995 ; Dweck 2002).
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Santalin AC {3)
Santalin A (1} Santalin Y (4)

Figure 22 : Flavonoides a I'origine la coloration du bois du genre Pterocarpus
(Kinjo et al., 1995)

D’autres composés comme la catéchine, sont impliqués dans des phénomenes de changement
de couleur du bois de hétre lors du séchage (Ananias et al., 2001 ; Koch et al., 2003).

La santé humaine est 'un des domaines dans lequel les flavonoides sont le plus utilisés. Etant
incapable de produire la totalité des antioxydants dont il a besoin, le corps humain a recourt a
un apport extérieur d'antioxydants, principalement par le biais de l'alimentation. Ces
antioxydants, dont de nombreux flavonoides, sont présents dans les végétaux (fruits, Iégumes,
tubercules...) que nous consommons (Rice-Evans 1997; Neve 2002). Les flavonoides sont
€galement trés utilisés en cosmeétique, et participent a la lutte contre le vieillissement cutané
en tant que composés antioxydants. lls limitent I'accumulation des formes actives de
'oxygene tres réactives, et protégent les protéines structurales de la peau (collagéne et
élastine) (Macheix et al., 2005). Dans le domaine pharmacologique, l'utilisation combinée de
la morine avec des drogues anti-tumorales permet de minimiser les effets néfastes des
radicaux libres, lors des traitements en chimiothérapie (Kok et al., 2000). Les
proanthocyanidines (biflavonoides) possedent des effets anti-inflammatoires, anti-allergiques
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et anti-ulcéreux (Santos-Buelga et Scalbert 2000; Hooper et Cassidy 2006). Ces derniers sont
également contenus dans le vin, lui conférant des effets cardio-protecteurs.
e) les tannins hydrolysables et condensés

Le terme tannin a longtemps été utilisé pour caractériser des extraits végétaux riches en
composeés phénoligues, capables de transformer les peaux animales en cuir. Ces composés ont
donc été caractérisés plus par leur action tannante vis-a-vis des protéines, que par leur
structure chimique (Ossipova et al., 2001; Ossipov et al.,, 2001; Macheix et al., 2005). En
fonction de leur structure chimique, les tannins peuvent étre divisés en deux groupes : les

tannins hydrolysables et les tannins condensés (Jodin 1994; Hernes et Hedges 2004).

> Les tannins hydrolysables, sont des esters d’acide gallique et de ses dimeres (I'acide
ellagique et I'aide digallique), et de sucres principalement le glucose (figure 23). lls
sont abondants dans certaines essences comme le chéne, le chataignier ou le
guebracho. lls peuvent étre dégradés par hydrolyse enzymatique (tannase), ou
chimique (acide ou basique) en libérant un sucres et une partie phénolique qui peut
étre de l'acide gallique (gallotannins comme chez le chéne), ou de l'acide ellagique

(ellagitannins comme chez le chataignier) (Scalbert et al., 1989 ; Clifford et Scalbert

2000).
OH
H OH OH
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HO OH O0=C._ ? ¢=o0
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COOH OH
HOOC OH OH
Acide gallique Acide digallique Acide éllagique
OH
HO. OH
HO—CIIH
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o) OH .
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Figure 23 : Structure de I'acide gallique et de ses dimeres et de difféerents
tannins hydrolysables
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Les tannins condensés sont des polymeres d’'unités flavane-3-ols, comme la catéchine liées
entre elles par des liaisong,-Cg ou G-Cg (figure 24). Ces tannins, contrairement aux
précédents, sont assez résistants a I'hydrolyse.

HO

OH

Figure 24 : Structure de différents tannins condensés
La toxicité des tannins vis a vis des microorganismes est un fait établi, trouvant des
applications dans de nombreux domaines tels que la pathologie végétale, les sciences du bois

ou la pharmacologie.

A T'échelle cellulaire, les tannins perturbent le fonctionnement enzymatique des
microorganismes en dénaturant leurs protéines (Schofield et al., 2001). A la fonction
dénaturante des protéines, peut s’ajouter une action de complexation de certains ions
métalliques comme Al, F€"*, Cu*, Zn**ou Mg’ (Mila et al., 1996 ; Mc Donald et al., 1996).

Les tannins sont également trés importants en cenologie. Le bois de chéne, utilisé dans la
fabrication des flts impliqué dans la conservation des vins, possede de grandes quantités de
tannins comme les ellagitannins (castélagine, grandinine, roburine A-E) solubles dans le vin
(Cadahia et al., 2001 ; Glabasnia et Hofmann 2006). Lors du vieillissement du vin, les tannins
se dégradent en différents composés qui vont se ré-associer et modifient la coloration et le

godt du vin.

Les tannins condensés tout comme les flavonoides, ont la méme origine bio
synthétique basée sur le métabolisme des phénylpropanoides (figure 25). Ce métabolisme est
un meétabolisme secondaire, spécifigue du regne végétal. Il conduit, a partir de la
phénylalanine, a la synthese d’une multitude de composés dont la nature varie en fonction des
especes végétales. L'ensemble des composés présentant une structure C6-C3 dérive de l'acide
trans-cinnamique, le premier phénylpropane formé a partir de la Phénylalanine grace a

laction de la Phénylalanine Ammoniac Lyase (PAL). Ces composés secondaires sont
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impliqués dans des fonctions diverses telles que la fertilité, la pigmentation, la protection
contre les attaques des microorganismes, ou encore la signalisation (Raven et al., 2000 ;
Macheix et al., 2005).
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Figure 25 :Métabolisme des phénylpropanoides (Hoffmann 2003)

2.2.5. Les minéraux
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Les substances minérales, bien que leurs pourcentages soient trés faibles, participent de
maniére importante au développement de l'arbre. C’est le cas des minéraux tels le potassium,
le calcium et le magnésium. Les bois des zones tropicales présentent des taux en substances
minérales plus importants que ceux des zones tempérées, souvent associés a des taux de silice
anormalement élevés. C’est ainsi que le boi8aidonella toxispermgMoabi) présente des

taux en silice tres élevés 0,2-0,5%, responsables des problémes rencontrés lors du sciage de ce
dernier (Gérard et al., 1998). Les minéraux, sont entierement contenus dans les cendres sous

formes oxydés aprés combustion de la matiére organique a haute température.

2.3. Méthodes d’analyses utilisées pour les composés du bois

Du fait de la complexité de la composition chimique du bois (cf 2.2), I'analyse des
constituants lignocellulosiques, requiert souvent de séparer les différentes familles de

constituants avant toute tentative de caractérisation précise.

2.3.1. Fractionnement du matériel

Ce fractionnement sera fonction de sa nature, aubier, feuilles, racines, etc ... et des analyses
envisagées. Il commence en général par une étape de broyage suivie d’'une étape d’isolement

des différents composants :

2.3.1.1. Minéraux
Les minéraux sont obtenus par incinération du bois a haute température (600°C-850°C) sans

requérir d’autre opération particuliére.

2.3.1.2. Extractibles

L’obtention des extractibles a partir de la sciure se fait par l'utilisation de solvants, sous forme
de mélange ou non. Le choix des solvants dépend fortement des structures chimiques des
molécules a extraire (Macheix et al., 2005, Jodin 1994). Ainsi, des solvants tels que I'éther de
pétrole, I'hexane ou le cyclohexane peuvent extraire des graisses, des acides gras, des stérols
et des cires. Les alcools ou des mélanges azéotropiques constitués d’alcools et d’autres
solvants organiques (éthanol-toluéne) peuvent extraire les composés phénoliques. L'eau et
certains mélanges aqueux peuvent extraire les hydrates de carbones, les alcaloides, les

protéines et des minéraux.
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2.3.1.3. Lignine
L’isolement de la lignine se réalise en général, aprés élimination des extractibles, par une
étape de dégradation des polysaccharides du bois, permettant d’obtenir un résidu solide de
lignine apres filtration et donc élimination de tous les composés indésirables contenus dans la
phase liquide. Parmi un nombre important de procédures et de variantes de ces derniéres, les
méthodes les plus fréquemment rencontrées sont appelées lignine a l'acide sulfurique
(Klason), lignine a I'acide trifluoroacétique et la lignine a I'acide chlorhydrique (Willstatter).
Elles consistent toutes en une hydrolyse en milieu acide et avec chauffage a température
élevée, des liaisons glycosidiques des polysaccharides afin de récupérer le résidu de lignine
plus résistant dans ces conditions de pH (Fengel et Wegener 1984). Ce type de méthode peut
étre appligué également en milieu organique avec, par exemple une lignine au dioxane
s’obtenant par mélange de la sciure dans du dioxane en présence d’'HCI dilué.

La lignine CEL (cellulolytic enzyme lignin) est, quant a elle, obtenue a partir
d’hydrolyse enzymatique des polysaccharides (Hu et al., 2006) dans des conditions plus
douces que celles utilisées par les méthodes chimiques avec des températures de traitement
aux alentours de 50°C. Les rendements sont plus élevés avec une lignine plus proche de la
structure native, le seul inconvénient résidant dans une durée de traitement pouvant dépasser

48 heures.

Une approche remarquable est utilisée Bjorkman (milled wood lignine MWL) (Fengel et
Wegener 1984) permettant d’obtenir une lignine soluble dans des conditions respectueuses de
la structure macromoléculaire. Dans ce cas, la lignine est extraite a partir de sciure finement
broyée par un mélange eau/dioxane (4/96) sous atmosphere inerte pendant 24 heures avec un

rendement moyen.

2.3.1.4. Holocellulose
De maniere similaire a I'isolement de la lignine par dégradation et suppression des autres
composants du bois, les méthodes d’isolement de I'holocellulose sont basées sur I'élimination
de la lignine et portent donc le nom de méthode de délignification. Parmi de trés nombreuses
références, on peut citer quelgues grandes méthodes a I'origine de nombreuses variantes :
Le procédé Kraft est la principale méthode utilisée dans cette catégorie par lindustrie
papetiére. Durant ce procédé, la cuisson standard utilise une solution de soude et de sulfure de
sodium a 170°C pendant 2 a 5 heures. La lignine est ainsi solubilisée en fragments de
différentes tailles (Fengel et Wegener 1984).
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Les procédures généralement utilisées pour lisolement de I'holocellulose, font appel a
différents réactifs. Ainsi la sciure peut étre traitée alternativement avec le chlore et le 2-
aminoethanol jusqu'a I'obtention d’un résidu blanc (holocellulose). Mais la plus utilisée, est la
délignification de I'échantillon grace a une solution acide de chlorite de sodium (Pettersen
1984 ; Rowell et al., 2005). Les températures et les temps de réactions varient selon les
auteurs. Le résidu d’holocellulose obtenu, est rincé a I'eau et séché afin de déterminer sa
masse.

a) hémicelluloses
Les hémicelluloses peuvent s’obtenir a partir de la fraction d’holocellulose déja isolée,
principalement par des extractions successives de I'holocellulose avec des solutions alcalines
de NaOH, KOH, HBOs;, N&B4O; et NH; de concentrations différentes et croissantes, qui
permettront d’isoler difféerents types d’hémicelluloses. La précipitation sélective avec
Ba(OH), est une autre méthode de séparation trés utilisée, basée sur le taux de mannanes
présent dans la composition des différents fragments et I'insolubilité du complexe formé entre
le barium et les fonctions hydroxyle en configuratms du squelette mannose (Fengel et
Wegener 1984). Mais du fait de l'impossibilité de trouver une méthode véritablement
universelle, les isolements d’hémicelluloses se font par combinaisons des conditions afin
d’avoir les résultats les plus précis possibles.

b) cellulose
Les méthodes précédemment décrites permettent un enrichissement du résidu en cellulose et
constitue une des possibilités pour obtenir de la cellulose.
L'isolement de la cellulose a fait I'objet d'un grand nombre d'études et consiste plus
exactement en un enrichissement en cellulose. Les méthodes d'enrichissement peuvent étre
divisées en deux grandes catégories suivant la nature des solvants utilisés. L'extraction peut se

faire en milieu fortement basique ou en milieu acide.

L'isolation de la cellulose peut se faire selon les méthodes alcalines, a partir de sciure ou
d’holocellulose. Si on a besoin de conserver les différents constituants de I'échantillon intacts,
on peut utiliser deux méthodes.

L’holocellulose obtenu est extrait avec différentes concentrations d’hydroxyde de potassium
et d’hydroxyde de sodium jusqu'a purification de la cellulose. La cellulose ainsi isolée apres
plusieurs répétitions d’extractions a un rendement faible. Des rendements élevés de cellulose,
sont obtenus en utilisant la sciure de bois au contact d’une solution de chlorine et de dioxyde

d’azote dans le dimethyl sulfoxide. Dans la littérature, de nombreuses modifications de ces
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meéthodes sont misent en place afin d’augmenter les rendements et d’obtenir la cellulose la
plus pure possible (Fengel et Wegener 1984).

La seconde méthode d'extraction utilise plusieurs lavages dont un avec de |'eau oxygénée.

Si on ne veut pas récupérer les hémicelluloses et la lignine, il existe une niEhadeup

plus rapide qui consiste a immerger I'échantillon dans une solution aqueuse d’hydroxyde de
sodium a deux moles par litre & 70°C pendant 5 heures.

Des méthodes d’hydrolyses acides de sciure ou d’holocellulose peuvent également permettre
d’isoler la cellulose. Elles peuvent également se faire en complément du fractionnement de la
sciure ou I'holocellulose, au niveau des dernieres étapes d’isolation des hémicelluloses. La
méthode d’Adamsvec pour réactifs I'eau, I'acide acétique glacial et le chlorite de sodium
conduit & la destruction de la lignine. D’autres méthodes sont frequemment utilisées, avec
l'acide sulfurique (72%) et l'acide trifluoroacétique comme agents d’hydrolyses. Les
guantités et concentrations des acides peuvent varient en fonctions des auteurs (Pettersen
1984 ; Karr et al., 1991 ; Rowell et al., 2005).

2.3.2 Analyses des modifications intervenant sur les polymeres du bois

2.3.2.1. La spectroscopie infrarouge
Cette technique permet de caractériser les changements globaux de nature des fonctions
chimiques présentes a la surface ou dans le matériau comme [lillustrent de maniére non

exhaustive les exemples ci-dessous :

- Pandey et Pitman (Ferraz et al., 2000 ; Pandey et Pitman 2003, 2004) ont montré des
changements d’intensités de bandes caractéristiques de la lignine et des polysaccharides
durant la dégradation des bois de hétre et pinTwametes versicolor, Phanerochaete
chrysosporiumet Coniophora puteana. Ainsi, chez les bois dégradésCpaputeana, une
diminutions des hauteurs des bandes représentant les polysaccharides (1738, 1375, 1320,
1158, 1060, 898 cif) s’'oppose & une augmentation des hauteurs des bandes liées & la lignine
1596,1505, 1230 et 1122 cindans le hétre et 1596, 1511, 1425, 1268, et 122bctiez le

pin. Les bois dégradés p@rametes versicolobien qu’ayant des pertes de masse élevées,
présentent une diminution des bandesespondant aux polysaccharides et a la lignine plut6t
simultanée (Pandey et Pitman 2003). Cette méthode, peut ainsi permettre I'identification de
certaines familles de champignons (pourriture blanche et brune), en fonction des

caractéristiques des spectres du bois apres dégradation.
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La spectroscopie infrarouge a réflexion totale (ATR) est quant a elle est plus rapide et plus
simple que I'IRTF par transmission du fait de la simplicité de préparation de I'échantillon, ne
nécessitent pas la préparation de pastilles de KBR. Cette technique peut étre utilisée sur des
poudres de bois ou directement sur des blocs.
De nombreuses études utilisant la spectroscopie IR ont montrérgonetes versicoloest
non seélectif et dégradent aussi bien la cellulose, les hémicelluloses et la lignine (Pandey et
Pitman 2003). L'utilisation de I'ATR sur du bois de hétre dégradéTpametes versicolor
permet de mettre en évidence une dégradation préférentielle de la lignine et des
hémicelluloses, comparativement a la cellulose (Mohebby 2005).
- la présence d'une forte bande a 1690-1730"aromparé au control durant le greffage des
isocyanates sur du bois, montre la présence de la fonction carbonyle (C = O) (Williams et
Hale 1999 ; Nguila et al., 2006). En étudiant la réactivité du bois traité thermiquement avec
des anhydrides d’acides et des isocyanates, Nguila et al (2006) ont observés l'apparition de
bandes d’absorption se situant & 1730'ch222 et 750 cih Ses bandes sont caractéristiques
respectivement des liaisons C=0, C-N et N-H.
-Pour des traitements thermiques réalisés sous atmosphere inerte entre 180°C et 260°C, on
observeune dégradation générale des hémicelluloses, au travers de la diminuadnadee
C=0 des groupes d'acetyl (1750 Bnet une libération de I acide acétique (Pétrissans et al.,
2003 ;Weiland et Guyonnet 2003; Hakkou et al., 2005). Un phénomene de séchage est mis en
évidence par la diminution de la bande & 1640(aisparition d’eau). Une augmentation de
la bande & 1160 chmest probablement due & de nouvelles liaisons C-O-C. Le squelette
aromatique de la lignine est également affecté, au travers de la diminution des bandes autour
de 1600 cril.

2.3.2.2.La résonance magnétique nucléaire
La RMN est une technique de choix pour la caractérisation des molécules organiques. Elle
donne acces a diverses informations concernant la nature des atomes d’hydrogéne, le squelette
carboné, et la fonctionnalisation des polyméres constitutifs du bois. De par la nature
polymérique du bois la méthode utilisée généralement est la RMN-CP MAS encore appelée
RMN du solide.
Ce type d’analyse permet de mettre en évidence que les composés les plus facilement
dégradés par les champignons de pourriture brunes sont les hémicelluloses et la cellulose
amorphe. La lignine subit quant & elle de légéres modifications due principalement a la
diminution des groupements méthoxy et au clivage des liaisoi@e@t f-O-4 (figure 26).
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Figure 26: Quelques liaisons au sein des lignines
En utilisant la RMN du carbon¥, Martinez et al. déterminé la différence de composition
chimique en unités syringyl et guaiacyl des lignines Gevuina avellana,Eucryphia
cordifolia et Nothofagus dombey({Martinez A et al., 1999). De plus il a été montré qu’une
lignine riche groupement syringyl constitue un facteur structural facilitant la délignification
par des pourriture blanches. Cette technique permet de suivre I'évolution de la composition
chimique du bois durant la dégradation. Ainsi, la dégradation du bois d'épicéa par
Gloeophyllum trabeummontre une importante diminution des signaux attribués aux
polysaccharides (56 ppm a 110 ppm) et de faibles modifications des signaux dus la lignine
(135 a 160 ppm) (Filley et al., 2002).
La déacetylation des hémicelluloses durant le traitement thermique, est déterminée par la
diminution des intensités des signaux a 23 ppm (signal du méthyl des groupe acetyl) et 175
ppm (groupe carboxylique) (Tjeerdsma et al., 1998). L'apparition de nouveaux signaux entre
125 et 135 ppm apres traitement thermique indique la formation de nouvelles liaisons
aromatiques attribuées a des réactions de condensation et thermo réticulation des lignines.
Dans le méme temps, on observe une augmentation de la cristallinité de la cellulose (Sivonen
et al., 2002 ; Wikberg et Maunu 2004 ; Hakkou et al., 2005).
La RMN du solide peut également étre trés utile pour caractériser des bois suite a différentes
modifications chimiques. L'acide polyacryliqgue greffé au niveau de la fraction de lignine
plutét gu’au niveau de la fraction d’holocellulose est mise en évidence par 'augmentation des
signaux a 175 ppm (groupe carboxylique) et 37 ppm (chaines carbonées aliphatiques)
(Marchetti 1998). Les fonctions carbamates consécutives aux gréffages sur le bois de Picea
abies d'isocyanates sont détectables & 154 ppm par RMN du cati§Edeu-Engonga et al.,
1999)

2.3.2.3. La spectroscopie de photoélectrons X

Une autre méthode permettant de caractériser les changements intervenant sur la composition

chimique de la surface du bois est la spectroscopie de photoélectrons X (XPS). Cette

30



Rappels bibliographiques

meéthode, est une méthode d’analyse de surface allant jusqu'a 20 nm maximum de profondeur.
Donnant des informations sur la composition chimique du matériau analysé.

L'XPS a été utilisée pour caractériser les surfaces de bois traités mécaniquement au
microtome ou ponceés. Le ratio atomique O/C observé est plus bas pour les échantillons
poncés, du fait d’'une diminution de la quantité de cellulose due au poncage (Sinn et al.,
2001).

Des analyses réalisées sur du hétre traité thermique ou non mettent en évidence une
diminution du rapport O/C suite au traitement thermique et une bonne reproductivité de la
technique, moyennant de prendre garde a rafraichir la surface de I'échantillon avant analyse
pour éviter les probléemes de contamination des surfaces dues aux dépdts de composés
organiques volatiles. Cette méthode peut ainsi étre utilisée seule ou en complément avec

d’autres méthodes spectroscopiques pour I'analyse du bois (Nguila Inari et al., 2006).

2.3.3. Analyses des extractibles
2.3.3.1. La résonance magnétique nucléaire

L'utilisation de la RMN pour l'identification des extractibles peut se faire en utilisant soit la
RMN du carbon¥ , soit la RMN du proton qui sont des techniques complémentaires.

L’isolation et la purification préalable des molécules, a permis d’identifier de nombreux
composeés. Ainsi, des acides triterpéniques permettent de lutter contre le cancer de la prostate,
ont été isolés drunus africangFourneau et al., 1996). L'utilisation combinée de méthodes
analytiques et de techniques RMN*(et C), a permis d'identifier de nombreux extraits
phéoliques du bois et des feuilles @revillea Robustampliqués dans la lutte contre le
HIV-1 (Ahmed et al., 2000 ; Mburu 2007). Des composés tels que des glycosides de
chalcones ou de stilbenes glycosides ont pu étre isolés et identifiés par RMN a partir de
I'écorce deGuillotinade tessmanjiiplante trés utilisée en médecine traditionnelle en Afrique
centrale (Fuendjiep et al., 2002).

Afin d’éviter, ou tout au moins de réduire les étapes fastidieuses de purification pour I'analyse
d’'un mélange complexe, une méthode d’identification des constituants de mélanges naturels,
basée sur I'analyse de spectres RMN du carbddr@eété mise au point et développée par
I’équipe « Chimie et Biomasse » de I'Université de Corse (Bradedi, 1996 a et b). Cette
méthode d’analyse, couplée ou non a une méthode GC/MS, permet de caractériser la
composition de nombreuses huiles essentielles (Mariotti et al., 1997 ; Filippini et al., 2000 ;

Baldovini et al., 2001)Elle a également permis d’analyser la variabilité chimique de diverses
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plantes commd&hymus herba-baronalhymus carnosuysl. caespititiuset T. camphoratus
(Salgueiro et al., 1995 et 1997 ; Corticchiato et al., 1998).
2.3.3.2. Chromatographie en phase gazeuse

La chromatographie en phase gazeuse permet d’opérer, la séparation de composés volatils ou
rendus volatils de mélanges trés complexes, et une analyse quantitative des résultats a partir
d’'un volume d’injection réduit. Malgré tout, ceci ne peut suffire a une bonne identification
sans I'apport du couplage entre la GC et une technique d’identification spectroscopique: en
général la spectrométrie de masse (GC/MS) (De Hoffmann 1999 ; Constantin 1996).
L'utilisation de la GC, a permis selon les travaux de Fernandes de séparer les composés
présents danBopulus tremuloidedans ce travail, les auteurs ont isolé plus de 70 composés
dont des stérols, des di et triglycérides et des flavonoides. De plus, 44 de ces composés ont pu
étre identifiés (Fernandez et al., 2001).

Pour des composés peu volatils renfermant des groupements hydroxyle, il est nécessaire
d'avoir recours a une méthode de dérivatisation. Ces méthodes ont pour but de contourner les
problemes dus aux interactions de type liaisons d’hydrogene des groupements hydroxyle avec
la colonne, en dérivant les composés sous forme d'acétate, d'éther méthylé ou sylilé grace a
différents réactifs. En utilisant comme réactif de dérivatisation le mélange N,O-bis
(triméthylsilyl) trifluoroacétamide/triméthylchlorosilane (BSTFA/TMSCI), Zule a déterminé

la nature et la concentration des composés présents dans des extraits de hétre obtenus a
l'acétone et a I'hexane (Zule et Moze 2003). Willfor eemlanalysant les extraits silylés de
nceuds du bois deicea abiesont identifié de grandes quantités de lignanes (Willfér et al.,
2003, 2004). Cependant, l'utilisation de méthodes de dérivatisation dans des conditions acides
et avec chauffage, peuvent donner lieu a la formation de produits secondaires et ainsi
compliquer I'analyse.

En utilisant la GC couplée a la spectroscopie de masse, Lavoie et Stevanovic ont pu identifier
et quantifier différents composeés lipophiles et bioactifs des feuilles du bouleau faink (
alleghaniensiy comme de nombreux triterpenes et acides gras. Les abondances de ces
différents composés ont étés étudiés en fonction des différentes périodes de I'année (Lavoie et
Stevanovic 2005).

La composition chimique du bois d@eratonia siliguaa été déterminée par GC-MS.
L’analyse des fractions méthanolique et aqueuse, a permis d’identifier de I'acide gallique, de
la catéchine et différents dérivés de cette derniere, et des monosaccharides (Mualla Balaban
2004).
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2.3.3.3. Chromatographie liquide haute performance

Il s’agit d’'une méthode de séparation des constituants d’'un mélange. Le principe de base de la
séparation est le passage d'un liquide a haute pression (phase mobile) contenant I'échantillon
au travers d'une colonne (phase stationnaire). La polarité de la colonne ainsi que le type de
solvants ont un impact sur la séparation des molécules di a I'environnement chimique de
'ensemble. L’éluant utilisé peut étre une combinaison miscible et variée de solvants (eau,
alcools, acétonitrile, dichlorométhane, acide acétique...). Souvent, la composition de la phase
mobile est modifiée au cours de I'analyse, c'est le mode dit gradient ou élution graduée en
opposition au mode isocratique, pour lequel la composition de la phase mobile reste la méme
tout au long de l'analyse. En sortie de colonne, chaque constituants est révélé par un
détecteur. L'instrumentation de I'HPLC se compose de plusieurs éléments: une pompe, un
injecteur, une colonne et un détecteur. Pour ce qui est des détecteurs, il en existe notamment
deux trés utilisés le détecteur a barrette de diode (PDA) et la spectrométrie de masse (SM).
Durant ses derniéres annees, l'utilisation du détecteur évaporatif a diffusion de lumiére
(ELSD pour Evaporative Light Scattering Detector) a permis I'analyse de composés non
volatiles absorbant ou pas en UV. Le flux de solvant est nébulisé et les gouttelettes formées
dans le nébuliseur sont entrainées par le flux de gaz. Les gouttelettes sont alors évaporées
pour enlever la phase mobile. Les composés non volatiles présent dans la vapeur de solvant,
sont portés par le flux de gaz dans la région de détection. Dans cette zone, un faisceau de
lumiére croise la vapeur de particules, et la lumiere diffusée par les particules est mesurée.
L'utilisation de I'HPLC (figure 27) a énormément contribué aux connaissances actuelles dans

le domaine de la chimie des extractibles.
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Figure 27: Image de 'HPLC utilisée durant notre étude

L'utilisation de HPLC a permis l'identification et la quantification de composés susceptibles
de présenter des effets cancérigenes comme l'acide gallique, la quercitine, I'acide ellagique, et
la catéchine dans le bois de chéne, de hétre et de fréne, ont été effectuées par Mammela dans
le but de trouver des marqueurs chimiques (Mammela et al., 2001 a et b ; 2002). De la méme
maniere, Bergeron a prouvé l'identité et la réelle provenandectmaceapurpurea etE.
angustifolia, deux plantes médicinales, en identifiant difféerents marqueurs phytochimiques
propres a chacune de ces espéces (Bergeron et al., 2000).

La combinaison entre L'HPLC et la RMN a permis a Arramon d’identifier la présence de
saponines (triterpéne lié a un sucre) dans le bois de cceur de chéne rouvre et pédonculé
(Arramon et al., 2002). Apres une premiere séparation sur gel de silice par chromatographie
classique, I' HPLC a permis d'isoler ces constituants et la RMN de les identifier.

Koch a identifié les composés susceptibles d'étre a l'origine du changement de couleur du
bois de hétre en utilisant un détecteur a barrette de diode (Koch et al., 2003). Ces composés,
dont la catéchine et la 2,6-dimétoxybenzoquinone, ont par la suite été localisés dans les
cellules du parenchyme et dans le lumen des vaisseaux. Pensado quant a lui, a quantifié et
identifié des hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAP), polluants tres toxiques pour
'environnement en utilisant une détection UV couplée a la fluorescence (Pensado et al.,
2000). Appliquée au matériau bois, il a confirmé l'efficacité de sa méthode d’analyse en
identifiant différents HAP.

En utilisant le détecteur évaporatif a diffusion de lumiéere, Claarsen et al ont identifier les
composeés apolaires contenus dans le boulBatulg sp) et le pinRinus sylvestris La
séparation, réalisée sur une colonne de tye @ermis d’identifier et de quantifier différents
acides gras, triglycérides, stérols et autres acides résiniques (Claassen et al., 2000). L’absence
de chromophore chez les saponines, empéche leur bonne détection dans l'ultraviolet. Et
possedent une détection non spécifiqgue a 200-210 nm. L'utilisation du détecteur évaporatif a
diffusion de lumiére pour la détection des saponines a été développée et validée. Ainsi, en
utilisant ce détecteur Chai et al ont déterminé sept saponines chez une plante mééicgale (
Lonicerae) en utilisant une colonne C18 (Chai et al., 2005).

L'utilisation de différentes colonnes : échangeuses d'ions, greffée gieffée G ou Gg

conduit a des interactions plus ou moins importantes permettant une meilleure résolution et
séparation des pics des composés a analyser. L'analyse des sucres tels que le fructose, le

glucose, le sucrose et le lactose ainsi que différents extractibles bioactifs, a été réalisée sur des
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colonnes de type NHou échangeuse d'ions (Von Eggelkrau - Gottanka et al., 2002). Kaar a
utilisé une colonne échangeuse d'ions pour quantifier les différent monosaccharides de divers
bois et montrer que le boisAbies concolocontient plus de mannose et moins de xylose que

le bois de Populus tremuloid@<saar et al., 1991).

De nombreux couplages sont mis en place afin de mieux séparer les composés. Le couplage
HPLC-SM permet d’accéder a la caractérisation de la fraction non volatile des produits
naturels, qui peut comprendre les tritérpenoides, les flavonoides etc. L'HPLC permet un
premier fractionnement, les constituants sont séparés par classe de composés avant
l'introduction et l'identification par SM en limitant les coélutions. Ainsi, Laitinen et al. ont
utilisé ce couplage et celui HPLC-PDA, pour l'identification de composés phénoliques et de
tritérpenoidesle clones dBetula pendula (Laitinen et al., 2004).

2.4. Dégradation fongique du bois et marqueurs potentiels

2.4.1. Agents de dégradation fongique

Durant la dégradation du bois, les champignons vont utiliser différents systémes,
enzymatiques ou non, pour assimiler et minéraliser ses principaux constituants. Ainsi des
peroxydases, des laccases, des hémicellulases, des cellulases, et autres enzymes sont
impliquées dans la biodégradation de la matiere lignocellulosique. En fonction du type de
champignon impliqué dans la dégradation, tous les constituants chimiques du bois ne sont pas
dégradés de maniére équivalente. Ainsi, certains champignons appartenant essentiellement
aux agents de pourriture blanche, seront capables de dégrader tous les constituants du bois.
D’autres, comme les agents de pourriture brune ou de pourriture molle, s’attaqueront aux
polysaccharides et dans une moindre mesure a la lignine. Enfin, les champignons de
coloration, s’attaquent essentiellement a des composés tel que I'amidon présents dans le bois.
Les conditions de développement des champignons varient beaucoup en fonction de leurs
types et tous ne nécessitent pas les mémes conditions de température, d’humidité et de pH

pour se développer.

2.4.1.1. Les champignons de coloration
Leurs principaux représentants appartiennent aux gekspsrgillus sp,Ophiostoma sp,
Aureobasidium pullulanst Trichoderma virid. Les préjudices causés au bois, sont en général

d’ordre esthétique et non mécanique. Ces champignons sont trés courants sur les bois a forte
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humidité comme ceux récemment abattus. lls sont aussi capables de se développer sur le bois

mis en oceuvre insuffisamment séché.

2.4.1.2. Les champignons de pourriture molle
Ces champignons lignivores appartiennent a la classe des AscomyCéimstoMmium
globosum, Ustulina deusta) et des Deutéromycétkeraria alternata, Thielavia terrestis
lls sont capables de dégrader les polysaccharides, dont préférentiellement la cellulose, et
parfois partiellement la lignine (Martinez A et al., 2005). lls s’attaquent aussi bien aux bois de
résineux que de feuillus dans des conditions importantes d’humidité. La dégradation du bois
par ces champignons, est plus lente que celles des pourritures brunes et blanches (Kleist et
Schmitt 2001).

2.4.1.3. Les champignons de pourriture cubique brune
lls appartiennent exclusivement a la classe des Basidiomyc€msophora puteana,
Gloeophyllum trabeum, Poria placenta, Antrodia spg. bois dégradé devient cassant, et
présente des fissurations délimitant des zones cubiques selon les trois sens d’orientation du
plan ligneux, rappelant I'aspect du bois calciné. Leur mode d'attaque est caractérisé par une
importante dégradation des polysaccharides qui sont métabolisés, alors que la lignine subit
des altérations partielles conduisant a un résidu amorphe et friable. Au niveau cellulaire, la
dégradation du bois par ses champignons aboutit a la dégradation presque totale de la couche
S2 des parois cellulaires (Green et Highley 1997 ; Lee et al., 2004 ;eArdte 2006). La

phase ultime de dégradation, aboutit a la perte compléte des propriétés mécaniques du bois.

2.4.1.4. Les champignons de pourriture blanche
lls appartiennent principalement a la classe des Basidiomydeatandtes versicolor, Irpex
lacteus, Phanerochaete chrysosporjummais certains peuvent étre de la classe des
Ascomyceétes Xylaria hypoxylon). Les agents de pourriture blanche attaquent aussi bien la
lignine que les polysaccharides, conférant au bois un aspect fibreux (Martinez A et al., 2005 ;
Anke et al., 2006). Certains de ces champignons sont capables de dégrader simultanément la
lignine et les polysaccharides, tandis que d’autres ont une préférence pour dégrader la lignine
et les hémicelluloses avant de s’attaquer a la cellulose (Martinez A et al., 2005). Au niveau
cellulaire, ils dégradent la couche S2, mais aussi les couches S1 et S3. Le bois totalement
dégradé par la pourriture blanche, perd toutes ces propriétés mécaniques. Ces champignons,
comme Trametes versicolgrs’attaquent surtout aux bois de feuilllses enzymes de ces

derniers, pourraient présenter une plus grande affinité pour les unités syringyle présentes chez
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les feuillus, alors que la lignine des résineux, exclusivement composée d’'unités guaiacyles

seraient moins sensibles (del Rio et al., 2001, 2002).

2.4.2. Biodégradation de la lignine

La dégradation et/ou modification de la lignine par les champignons, est I'une des clés de la
dégradation de la matiere lignocellulosique. Différentes enzymes oxydatives extracellulaires
sont impliquées dans la dépolymérisation de la lignine. On distingue des peroxydases, comme
la Lignine peroxydase ou la Manganése peroxydase (LiP, MnP), et des oxydases (Laccases)
(Martinez et al., 2005; Kersten et Cullen, 2007). De nombreuses autres enzymes
extracellulaires, telles que certaines déshydrogénases (aryl-alcool déshydrogénase, AAD), et
oxydases (aryl-alcool oxydase AAO et le glyoxal oxydase GLOX), sont impliquées dans la
dégradation de la lignine générant de I'eau oxygéné®jfHfigure 28). Cette derniére est
nécessaire au bon fonctionnement de ces peroxydases, et a la génération de radicaux
hydroxyle (OH) (Kersten 1990 ; Guillén et al., 1992 ; Gutiérrez et al., 1994 ; Guillén et al.,
1997) Les peroxydases et des oxydases produites par les pourritures, oxydent la lignine en
générant des radicaux aromatiques hautement réactifs et non spécifiques (Kirk et Cullen
1998). De plus de nombreuses réactions non-enzymatiques, incluant la décomposition de la
liaison G-aryléther ou G-CpB, la déméthoxylation du cycle aromatique, participent a cette
dégradation en produisant des substrats a d’autres enzymes du systéme (Martinez A et al.,
2005). Les quinones formées durant cette dégradatmtribuent a I'activation de I'oxygéne

dans différentes réactions redox impliquant des quinones réductases (QR), des laccases ou des
peroxydases (Guillén et al., 1997). Les radicaux hydroxyles, puissants oxydants vont réagir
avec la lignine dans les étapes initiales de la dégradation du bois par les champignons
(Ritschkoff 1996 ; Evans et al., 1994).
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Figure 28 : Systemes enzymatiques de dégradation de la lignine

pa les champignons de pourriture (Martinez#aal.,2005)

La production abondante de radicaux est a I'origine de la dégradation de la lignine. Durant les
étapes finales de la dégradation, les produits simples de dégradation de la lignine vont étre
assimilés dans les hyphes fongiques, puis incorporés dans le systeme métabolique. Comparés
aux champignons de pourriture blanche, les champignons de pourritures brunes ont une
capacité de dépolymérisation de la lignine moindre a I'exception de ceux possédant des
enzymes lignolitiques (D’Souza et al., 1996 ; Lee et al 2004).

2.4.3. Biodégradation des polysaccharides

L’hydrolyse compléte des polysaccharides requiére I'action combinée de multiples enzymes

spécifiques de différents substrats.

Pour ce qui est de 'hydrolyse de la cellulose en glucose, les pourritures blanches utilisent
trois types d’enzymes : les cellobiohydrolases, les endoglucanaseg-gluessidases (Kirk
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et Cullen 1998 ; Aro et al., 2004). Les endoglucanases, coupent les chaines de cellulose par
lintérieur au niveau des liaison$-1,4-glucosidiques. L’action des endoglucanases,
produisent de nouvelles chaines de cellulose plus courtes qui vont étre clivées par les
cellobiohydrolases en unités de cellobiose. fi-ghucosidases vont pour ce qui les concerne,
hydrolyser la cellobiose en deux molécules de glucose, qui sont aisément métabolisées par le
champignon comme source énergétiqgue. Ces enzymes agissent en synergie afin d’étre plus
efficaces, et de réduire totalement la cellulose en glucose.

Les hémicelluloses présentant une structure plus complexe par rapport a la cellulose, les
enzymes impliguées dans leurs dégradation sont tres variées (Tenkanen et al., 1995 ; Aro et
al., 2004). L’hydrolyse des hémicelluloses se fait par le concept d’endo et exo enzymes,
libérant des sucres simples et certains acides. En fonction du type d’hémicelluloses présentes
dans le bois, le champignon sécrétera des types particuliers d’enzymes. Ainsi, la
décomposition des xylanes implique des endopitxylanases, des acétyl estérases,odes
glucuronidases, dgbsxylosidases et das-arabinosidases (figure 29A). L’hydrolyse compléte

des glucomannanes impligue des endomannases, cegalactosidases, des acétyl

glucomannanes estérases et desainosidases (figure 29B).
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Figure 29 : Systemes enzymatiques de dégradation des hémicelluloses
par les pourritures brunes (Kirk et Cullen 1998)
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Les champignons de pourriture brune utilisent en plus des enzymes hydrolytiques, des
mécanismes alternatifs impliquant des intermédiaires radicalaires. En effet, de nombreux
travaux montrent la génération de radicaux hydroxyles via des réactions de Fenton
(Ritschkoff 1966 ; Rabinovich et al., 2004). Ces réactions sont impliquées dans la dégradation
des polysaccharides, la déméthylation, et dépolymérisation de la lignine par les pourritures

brunes.

2.4.4. Biodégradation des extractibles

La dégradation des extractibles est un phénomene qui se déroule généralement dans les
premieres phases de la dégradation du bois, (perte de masse < 5%). Les composés majoritaires
des parois cellulaires du bois tels que la lignine, la cellulose et les hémicelluloses durant cette
période sont peu modifiés (Messner et al., 1998).

Certains champignons de coloratio®@phiostoma piliferum,Pestalotiopsis crassiuscula,
Ophiostoma ainoaet Ceratocystis allantospora), sont connus pour dégrader les triglycérides,

les diglycérides, les stérols, les acides résiniques et les acides gras contenus dans le bois de
pin (Martinez-liiigo et al., 1999 ; Dorado et al.,, 2000). Ces champignons sont capables
d’utiliser les extractibles contenus dans les cellules parenchymateuses du bois comme sources
de carbone.

D’autres champignons, comni@ametes versicoloBjerkandera spFunalia trogii, ont été

utilisés pour I'élimination des extraits lipophiles de bois de pin et d’eucalyptus utilisés dans
lindustrie papetiere (Martinez-Ifiigo et al., 1999 ; Dorado et al., 2001). En fonction de la
souche utilisée, une réduction significative pouvant atteindre 50—70 % de la teneur initiale en
extractibles, a pu étre mise en évidence. Les champignons de pourriture blanche sont capables
de métaboliser différents types d’extractibles, aussi bien hydrophiles que lipophiles.

Du fait de leur aptitude a dégrader la lignine liée a de fortes activités enzymatiques de type
peroxydase, les pourritures blanches ont fait I'objet de nombreuses études, a des fins
d’applications industrielles ou dans le domaine de I'environnement. Nombreux de ces
champignons sont utilisés pour la dégradation des composés difficlement dégradables,
comme les composés phénoliques et des dérivés halogénés toxiques (Bhat et al., 1998 ; Hundt
et al., 1999 ; Leontievsky et al., 2000).

Les processus de déegradation des composés phénoliques, dont les tannins condensés ou les
flavonoides ont été tres étudiés (Archambault et al., 1996 ; Touré et al., BRBa¥ et al.,

1998 ; Lacki et Duvnjak 1998 ; Arunachalam et al., 2003). La figure 30 rapporte les
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principaux produits de dégradation issus des flavonoides. La catéchine est initialement
dégradée en phloroglucinol et en acide protocatechuique par clivage de I'hétérocycle. Ces
deux molécules, vont ensuite subir différentes conversions enzymatiques afin d’étre
assimilées par l'intermédiaire du cycle de l'acide citrique. Du début de la dégradation a
'assimilation totale de ces composes, le champignon émet et met en jeu diverses enzymes

extra et intracellulaires qui agissent en synergie.
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Figure 30 : Mécanismes de dégradation de la catéchine et quercétine
par les microorganismes (Bhat et al., 1998)

2.4.5. Mise en évidence de la dégradation du bois par les champignons

La dégradation du bois par les champignons est généralement mise en évidence par les pertes

de masse occasionnées au matériau aprés une période plus ou moins longue d’incubation en
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présence de ces derniers. Différentes normes destinées a évaluer soit I'efficacité de produits
de préservation, soit a évaluer la durabilité naturelle du bois, mettent directement en ceuvre
cette méthodologie (NF EN 113, NF EN 350-1...). L'inconvénient majeur de ces méthodes,
réside dans la période d’incubation relativement longue nécessaire pour obtenir des pertes de
masse significatives. Différentes variantes de ces méthodes ont été proposées en remplacant
I'estimation de la perte de masse, par pesée par des estimations basées sur la diminution des
propriétés mécaniques du bois (Curling et al., 2002). Une autre méthode d’évaluation de la
dégradation du bois par les champignons, concerne la quantification de la biomasse fongique
se développant a la surface du bois. Cette biomasse fongique, est une mesure de I'activité du
champignon en fonction du temps (Gessner et Schmitt 1996 ; Richardson et Logendra 1997 ;
Dawson-Andoh 2002 ; Mille Lindblom et al., 2004).

A coté de ces méthodes classiques, on peut également trouver d’'autres méthodes basées sur
I'utilisation de traceurs. La production de traceurs volatiles ou non par les champignons
poussant sur le bois, est également une voie trés étudié dans l'identification de marqueurs

fongiques (Larsen et al., 1995 ; Verscheure et al., 2002).

Ces traceurs encore appelés marqueurs, sont généralement des composés chimiques
caractéristiques, permettant de mettre en évidence indirectement une activité donné. Ce type
d’approches trés utilisées dans des domaines tres variés tels ceux des fraudes, la médecine et
agroalimentaire peut également s’appliquer dans le cas de la préservation du bois.

Actuellement, trois grandes catégories de marqueurs potentiels sont rapportées dans le

domaine de la dégradation du bois par les champignons de pourritures.

- La premiere catégorie de marqueurs, concerne lidentification et la quantification de
composés directement issus du développement, et du métabolisme des champignons tels que
I'ergostérol ou la chitine. L’ergostérol est un des constituants essentiels des parois cellulaires
fongiques, dont la quantité peut atteindre jusqu'a 4% de la masse seche fongique (Richardson
et Logendra 1997 ; Dawson-Andoh 2002 ; Mille-Lindblom et al., 2004). Ce stérol
membranaire est spécifique du champignon, et n’existe pas dans les tissus du bois. Sa quantité
peut étre influencée par différents facteurs internes et externes, comme la nature du
champignon, sa physiologie, son age, ses conditions de croissance, la composition du
substrats, le pH et la température (Dawson-Andoh 2002). L’ergostérol est extrait du myceélium
et analysé par HPLC. Un second marqueur caractéristique du développement du champignon
concerne la chitine. La chitine est un polymére constitué dumitésetylglucosamine

contenu dans toutes les cellules fongiques. La chitine est de ce fait rapportée comme un
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marqueur de la production totale de la biomasse fongique (Nilsson et Bjurman 1998), pouvant
également étre corrélé a la dégradation du bois (Lindahl et Finlay 2006). Un suivi de ces deux
bio-marqueurs, peut donc permettre de mieux apprécier le développement d’'un champignon

durant la dégradation du bois.

- La seconde catégorie de marqueurs, concerne l'analyse et l'identification de dérivés
provenant de la dégradation du bois. De nombreux composés ont ainsi pu étre identifiés par
analyses chromatographiques. Selon le type de bois et de champignons impliqués, les
marqueurs identifiés peuvent étre trés variables (Higushi T 2004 ; Martinez A et al., 2005). La
complexité de la composition chimique du bois et des mécanismes mis en jeu (enzymes,
chélateurs et autres intermédiaires), rend l'identification des voies de dégradation difficile.
Néanmoins, grace a l'utilisation de molécules radioactives et de composés modeles de la
lignine, certains auteurs ont proposé des meécanismes de dégradation de la lignine par les
enzymes de champignon commemetes versicolofHigushi T 2004) Ainsi, la dégradation

d'une lignine de type syringyle par les enzymesTdametes versicolgrconduit a des
composeés tels que la 2,6-dimethoxyparahydroquinone, la 2,6-dimethoxy parabenzoquinone, le
syringaldehyde et I'acide syringique (Kawai et al., 2004 ; Higushi T 2004). Ces enzymes
catalysent I'oxydation des groupes hydroxyle benzylique de la lignine, en groupes carbonyles
ou cétones a certaine étapes de la dégradation. Ces mémes enzymaasedes versicolor
catalysent également I'oxydation d’extractibles comme l'acide sinapique conduisant a I'acide
dehydrodisinapique dilactone, et a la 2,6-dimethoxyparabenzoquinone (Lacki et Duvnjak
1998).

Les champignons de pourriture brune, bien que n’étant pas réputés pour dégrader la lignine,
conduisent également a la génération de composés phénoliques. Les travaux de Filley (2002),
ont permis d’identifier des marqueurs de la dégradation du bois par différents agents de
pourritures brunesPstia placenta et Gloeophyllum trabeun€es travaux ont mis en
évidence des composés tels que le 3,4-dimethoxyacetophenone et I'acide vanillique (Filley et
al. 2002). Les produits majoritaires de dégradation générés par les champignons de pourriture
brune, résultent de réactions de déméthylation et d’hydroxylation de la lignine, ainsi que de
réactions d’oxydation d’extractibles présents dans le bois. L'acide vanillique est également
rencontré durant 'oxydation de la lignine par ne nhombreux agents microbiens (Enoki et al.,
1988).

De nombreux auteurs ont montré que l'acide 4-hydroxycinnamique, I'acide ferrulique,

I'hydroxybenzaldéhyde, la vanilline, la 2,6-dimethoxyparahydroquinone ou la 2,6-dimethoxy
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parabenzoquinone pouvaient stimuler des réactions de dégradation enzymatiques causées par
les champignons (Sethuraman et al., 1998 ; Tsujiyama et al., 2003 ; Marques de Souza et al.,
2004).

- La dernierecatégorie, regroupe les médiateurs impliqués dans les systemes d’oxydation des
enzymes fongiques. Ces médiateurs pourraient ainsi jouer le réle de marqueur spécifique
d’'une activité enzymatique de dégradation donnée. Ainsi, I'alcool veratrylique produit par
certains champignons est impligué dans de nombreuses réactions du processus de dégradation
de la lignine (Sutherland et al., 1996 ; Laura et al., 19%fistian et al., 2005). Il joue en

effet un réle clé dans le fonctionnement des enzymes (inducteur endogene et meédiateur). De

plus, il peut étre facilement caractérisé par HPLC du fait de sa structure aromatique.

2.5. Dégradation thermique du bois et marqueurs potentiels

Un autre domaine dans lequel la mise en évidence de marqueurs chimiques peut revétir un
intérét certain, concerne le domaine du traitement thermique du bois en pleine expansion

depuis quelques années. En effet, le traitement thermique est une méthode permettant
d’augmenter la durabilité d’essences peu durables, basée sur une dégradation contrdlée de la
matiere lignocellulosique. Un des points cruciaux de cette méthode, concerne la maitrise du

procédé de traitement qui peut selon les cas, conduire a des produits d’aspects relativement
similaires mais présentant des propriétés plus ou moins intéressantes. La mise au point de
méthodes de contrdle de la qualité basée sur la mise en évidence de marqueurs chimiques,
ainsi que la compréhension des mécanismes moléculaires, impliqués dans les réactions de

transformation du bois, présente donc un intérét particulierement important.

2.5.1. Principes du traitement thermique

A cause des pressions environnementales apparues en France ces derniéres années et dans les
principaux états Européens, le développement de pratiques de préservation du bois plus
respectueuses de I'environnement, n'impliquant pas I'utilisation de biocides limitant ainsi les
risques de rejet de produits toxiques dans I'environnement, suscite un intérét de plus en plus
croissant. Dans ce contexte, le traitement thermique est une des alternatives possibles aux
méthodes de préservation classiques, et connait un développement important depuis une
dizaine d’années (Patzelt et al.,. 2002 ; Militz 2002).
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Lorsque le bois est traité a des températures comprises entre 180 et 240°C, ses constituants
subissent des modifications chimiques plus ou moins importantes, lui conférant de nouvelles
propriétés, dont une amélioration de sa durabilité face aux champignons (Thermowood.
2003 ; Hakkou et al., 2006 ; Mburu et al., 2008). Différents types de traitements thermiques

ont été mis en place ces dernieres années dans différents pays européens:
> Le procédé NOW

Ce procédé, connu également sous le nom de rétification, implique une pyrolyse ménagée du
bois réalisée sous atmosphere inerte (azote), qui permet de dégrader les polymeres constitutifs
du bois. La température est augmentée de maniere progressive, sous atmospheére inerte
jusqu’a une température maximale de 250°C. La température de cuisson est variable. Elle

dépend de la quantité de produit a traiter. Les gaz produits lors de cette pyrolyse douce sont
récupérés a l'aide d'un condenseur a eau. Les incondensables, constitués principalement de
dioxyde de carbone et d’azote, peuvent étre recyclés dans le four pour rendre I'atmosphere

inerte.

> Le procédé PLATO
Développé aux Pays-Bas, ce procédé se décompose en trois étapes :

- Hydrothermolyse : le bois est chauffé entre 160° et 190° C en milieu aqueux a pression de
vapeur saturante. Cette étape dure entre 4 et 5 heures. Les polyoses sont fortement modifiés
suite a différentes réactions d’hydrolyse, conduisant a la formation d’oses simples, d’aldéhyde
et de quelques acides organiques. La cellulose demeure intacte, ce qui est crucial pour assurer
la qualité des propriétés mécaniques.

- Séchage : le bois est séché de maniére conventionnelle entre 3 et 5 jours.

- Durcissement : le bois est chauffé a une température de 150-190°C en conditions séches. Les
aldéhydes formés, réagissent avec les molécules de lignine pour constituer des composés non-
polaires et donc hydrofuges. La température finale de durcissement, permet d’obtenir des bois
définis comme stables dimensionnellement uniquement, ou stables dimensionnellement et
durables.

Grace a ce procédé, il apparait une augmentation significative de la durabilité de certains bois
dits non-durables, ce qui permet des utilisations en classe 3. L'intérét de ce procédé est

d’utiliser des niveaux bas de température, ce qui réduit ainsi le colt énergétique.

> Le procédé ThermoWood
Développé en Finlande par le VTT, il se décompose également en plusieurs étapes :
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- Séchage classique sous vapeur d'eau a 100°C, puis augmentation de la température jusqu’a
130°C pour obtenir une humidité du bois proche de zéro.

- Augmentation de la température du four jusqu'a des températures comprises entre 185 et
230°C, I'atmosphere du four étant saturée en vapeur d’eau et en gaz de pyrolyse.

- Stabilisation du bois par abaissement progressif de la température par aspersion d’eau.

> Le procédé oleothermique OHT
Le bois est chauffé dans une huile végétale a des températures comprises entre 180 et

200°C. Il est nécessaire de maintenir la température choisie pendant 2 a 4 heures, pour
permettre un traitement a cceur du matériau. Aprés traitement, une phase de séchage a I'air
permet le durcissement de I'huile végétale a la surface du bois. L’huile permet d’avoir une
répartition rapide et équilibrée de la chaleur, autour du bois et de limiter 'oxygéne dans

I'autoclave.

> Le procédé PRODEO
Ce proceédé relativement récent développé en Suisse, est basé sur une nouvelle méthode de

chauffe du bois par conduction (Ropp 2007).

2.5.2. Avantages et inconveénients

Suite au traitement thermique, certaines des propriétés du bois sont considérablement
modifiees. Ces modifications peuvent pour certaines constituer des avantages pour le bois
traité, mais peuvent pour d’autres constituer des inconvénients. Le bois devient plus stable
dimensionnellement, moins hygroscopique et présente une résistance accrue aux micro-
organismes (Boonstra et al., 1998 ; Kamdem et al., 2002 ; Yildiz 2002 ; Weiland et Guyonnet
2003 ; Gosselink et al., 2004 ; Hakkou et al.,, 2005 et 2006 ; Boonstra et al., 2007a).
Parallélement a ces modifications bénéfiques pour le matériau, certaines autres propriétés du
bois sont détériorées lors du traitement : le bois traité devient ainsi plus friable et cassant, et
possede des propriétés mécaniques moins intéressantes comparativement au bois non traité, sa
couleur devient brunatre et le bois peut présenter une odeur plus ou moins désagréable
(Santos 2000 ; Kamdem et al., 2002 ; Mouras et al., 2002 ; Unsal et Ayrilmis 2005 ; Yildiz et
al., 2006; Boonstra et al., 2007b ; Mburu et al., 2008 ; Korkut 2008 ; Korkut et al., 2008).
Dans tous les cas, I'optimisation du procédé de traitement thermique consistera a trouver les
meilleures conditions pour améliorer la stabilité dimensionnelle, et la durabilité du matériau

sans diminuer de fagon trop importante ces propriétés mécaniques.
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2.5.3. Margueurs potentiels du traitement thermique du bois

2.5.3.1. Composition chimique du bois traité thermiquement

Une premiére catégorie de marqueurs possibles, concerne I'analyse des produits de

dégradation du bois suite au traitement thermique.

Lors du traitement, les différents constituants sont plus ou moins dégradés, en fonction
des conditions opératoires mises en place lors du traitement. Bien que les plages de
dégradation annoncées par différents auteurs ne soient pas toujours exactement les mémes, ils
est généralement admis que les hémicelluloses sont, des trois principaux constituants du bois
les plus sensibles. Selon la littérature, la température de début de dégradation des
hémicelluloses est comprise entre 200 et 260°C, en fonction du type de ces derniers (Weiland
et al.,, 2001 ; Alén et al., 2002), celle de la cellulose entre 250 et 300°C (Bourgeois et al.,
1989 ; Zawadzki et Wisniewski 2002), alors que la température de dégradation de la lignine
serait supérieure a 350°C. Il est toutefois important de noter que des changements structuraux
de la lignine sans perte de masse, ont été rapportés pour des températures comprises entre 250
et 320°C (Gardner et al., 1985).

Les xylanes sont connus pour étre le type d’hémicelluloses le plus sensible (Alén et
al., 2002). Leur dégradation, tout comme celles des autres types d’hémicelluloses, conduit
principalement a la formation de différents composés volatiles, parmi lesquels ont pu étre
identifiés du furfural, du méthanol, de I'acide formique, de l'acide acétique, et divers autres
acides organiques. La formation d’'acide acétique et d’acide formique, peuvent jouer le réle de
catalyseurs acides, et contribuer a l'augmentation de la vitesse de dégradation des
polysaccharides et de la lignine (Weiland et al., 2001 ; Sundqvist et al., 2006). La nature des
réactions chimiques impliquées dans les réactions de dégradation, peuvent différer en fonction
du type de traitement concerné (voie humide ou voie seche).

Concernant la cellulose, une augmentation du taux de cristallinité global est
généralement observé (Bourgeois et al., 1989 ; Kim et al., 2001 ; Maunu 2002 ; Yildiz et al.,
2007). Cette augmentation peut trouver différentes explications: les zones amorphes plus
réactives, sont préférentiellement dégradées, conduisent apres réarrangement de leur structure
supramoléculaire, a un taux de cristallinité plus élevé. La pyrolyse de la cellulose est
généralement caractérisée par des réactions de déshydratation et des dépolymérisation. Les
premiéres réactions de déshydratations se produisent entre 250 et 280 °C, aboutissant a la

formation de résidu solide et de produits volatils (Roberts 1970).
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La lignine pour sa part, est rapportée pour subir difféerentes réactions de thermo-
réticulation et de condensatiow¢iland et al., 2001 ; Tjeerdsma et al., 1998 ; Sivonen et al.,
2002 ; Hakkou et al., 2009Maunu 2002). Ces réactions se produisent a basse température,
comme cela a été démontré chez le pin et le hétreMealand (2001). La dégradation
effective de la lignine avec perte de masse n’intervient que pour des températures supérieures
a celles utilisées lors du traitement thermique. Ces réactions de thermo-réticulation seraient a

I'origine de I'augmentation de la stabilité dimensionnelle du bois.
2.5.3.2. Composeés extractibles formés lors du traitement thermique

Durant le traitement thermique des bois de chéne et chataignier, on observe une
augmentation des concentrations de certains composés extractibles déja présents initialement
dans le bois, comme les acides ellagique, gallique et vanillique, et la formation de substances
spécifiques au traitement thermique tels que composés furaniques. Ces derniers, comme le 2-
furfural et le 3-furfural, proviennent de la dégradation des pentoses alors que le 5-
hydroxymeéthyl-2-furfural provient de la dégradation des hexoses (Desobry et Barthelemy
2006). De nombreux autres composés ont également été identifies comme des phénols
volatiles, comme le 2,6-dimethoxyphenol et le 2,6-dimethoxy-4-allyl-phénol (Caldeira et al.,
2005). Sous l'effet de la chaleur, une décarboxylation et une rupture des liaisons aryl-ether de
la lignine, entrainent la formation d’aldéhydes cinnamiques comme le coniferaldehyde ou le
sinapaldéhyde. A des températures plus élevées, une rupture des doubles liaisons C=C de ces
aldéhydes, peut entrainer la formation des aldéhydes benzoiques correspondants: la vanilline,
a partir du coniferaldehyde, et le syringaldehyde, a partir du sinapaldéhyde (Desobry et
Barthelemy 2006).

2.5.3.3. Autres méthodes faisant appels a des techniques indirectes

La couleur du bois est une autre caractéristique du traitement thermique. Le bois traité
thermiquement présente une coloration brunéatre trés marquée, résultant de la formation de
produits de dégradation colorés. Différentes études ont été effectuées pour corréler la couleur
du bois a sa composition chimique (Brischke et al. 2007). Les résultats obtenus en utilisant
des poudres de bois de maniére a homogéneiser la couleur et le systtme de mesure CIE
L*a*b*, montrent qu’il est possible d’obtenir une bonne corrélation entre la couleur de
I'échantillon et la sévérité du traitement thermique effectué.

D’autres articles préconisent I'utilisation du technigues proche infrarouge, faisant appel
a des analyse chimiométriques, pour mettre au point des méthodes le contréle du traitement
ou de la couleur (Kotilainen et al., 2000 ; Wu et al., 2005).
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Enfin, une derniere méthode consiste a étudier la répartition de la taille des particules de
sciure obtenue a partir d’échantillons de bois traités thermiqguement ou non, et broyés dans des
conditions bien définies. La répartition de la taille des particules est corrélée a la sévérité du

traitement (Rapp et al., 2006).
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3. Matériels et Méthodes

3.1. Matériels

3.1.1. Matériel végétal

Tout au long de cette étude, nous avons travaillé avec deux bois de fEaijus
sylvatica et Grevillea robusta, et un bois de résineux Pinus sylvestris
Les baguettes d’aubier de piRijus sylvestriset de duramen de hétreagus sylvatica)
utilisées proviennent de billons d’arbres lorrains qui nous ont été fourni par Monsieur
MOSNIER travaillant a 'TENGREF de Nancy (Ecole Nationale du Génie Rural des Eaux et
des Foréts)Les planches de duramen du chéne soy@irr\llea robusta) ont été fournies
par le Docteur Francis MBURU du département des sciences du bois de l'université Moi au
Kenya. Ces échantillons ont été récoltés sur des arbres de 24 ans. Ces trois essences ont éte
choisies pour notre étude, a cause de leurs faibles durabilités vis a vis des agents de
dégradation, principalement des champignons. De plus, le pin et le hétre sont généralement
utilisés dans I'évaluation de I'efficacité de préservation de certains produits.

3.1.2. Les champignons

Différents champignons ont été utilisés : des pourritures blanches Trametes versicolor et
Phanerochaete chrysosporiunet des pourritures bruneBoria placenta, Gloeophyllum
trabeum, Coniophora putearet Antrodia sp. Toutes ces souches, ont été fournies sur boites
de Pétri par le CIRAD (Montpellier ; France). Les souches sont régulierement repiquées sur
milieu malt-agar dans des boites de Pétri et maintenues a 4°C au réfrigérateur.

3.1.3. Produits chimiques utilisés

Le méthanol de qualité HPLC a été acheté chez Carlo Erba Réactifs-SDS (Val de Reuil,
France). L'eau utilisée pour la préparation des éluents a été distillée, puis deionisée avec un
systeme millipore d’eau ultra pure (Milli-Q plus, Saint Quentin-en Yvelines, France).
L’'acétone, I'éthanol a 95% et le dichlorométhane moment de la société LPCR
(Schiltigheim). L'acétone est distillée sur KMp@vant utilisation. L'acide trifluroacétique

(TFA) d’'une pureté supérieur a 99% et la poudre d’agar pour biochimie ont été acheté chez
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Acros Organics (Halluin, France), I'extraits de malt chez Sigma Aldrich SARL (Saint Quentin
Fallavier, France). La catéchine de pureté 98%, I'acide sulfurique a 95% et I'hydroxyde de
baryum ont été achetés chez Fluka. L’acide protocatechuique, I'acide vanilique, la vanilline,
I'acide syringique, le coniferaldehyde, I'acide synapique, la 2,6-dimetoxybenzoquinone, le 3,5
dimetoxybenzaldehyde nous ont été fourni par le CRITT. Bois (Epinal; France). Les
différents sucres utilisés comme standards (glucose, galactose, mannose, arabinose, xylose, et

rhamnose) proviennent de Sigma Aldrich ou Lancaster.

3.2. Méthodes

3.2.1. Dégradation des éprouvettes par les champignons

3.2.1.1. Préparation des échantillons de bois

Les éprouvettes de hétre, de pin et du chéne soyeux ont toutes été preparées de la méme
maniere. Leurs dimensions sont de 25 x 15 x 5 mm selon les directions longitudinale, radiale
et tangentielle respectivement. Elles sont par la suite poncées, numérotées et misent a sécher a
55°C durant 48 heures afin de prévenir une possible dégradation des extractibles, avant d’étre
peseées (13).
Deux fongicides (figure 31) fournis par la société Dyrup (Albi ; France) ont été utilisés dans
cette étude afin de limiter ou d’inhiber la dégradation du bois par les champignons.

% Biocides utilisés :

Le propiconazole (1-[[2-(2,4-dichlorophenyl)-4-propyl-1,3-dioxolan-2-yljmethyl]-1,2,4-
triazole) est un fongicide de la famille des triazoles. Il agit préventivement et curativement sur
une vaste gamme de champignons et bactéries (Petrie 1995 ; Mueller et al.,, 2004). |
provoquent l'inhibition d'enzymes impliquées dans la synthése des stérols comme I'ergostérol,
entrainant une perturbation du fonctionnement et de la formation des membranes cellulaires
des champignons.
L'IPBC (3-iodo-2-propynyl-N-butyl carbamate), est comme de nombreux carbamates, tres
utilisé en combinaison avec d’autres produits dans des formulations de préservation. En
combinant I'IlPBC au DDAC (didecyl dimethyl ammonium chloride) Xiao a ralenti voir
inhibé, la germination des spores@ghiostoma picea (Xiao &reber 1999). L'IPBC utilisé
a grande échelle peut étre trés toxique pour les organismes aquatiques (Juergensen et al.,
1999).
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Figure 31 : Biocides utilisés durant cette étude

% Détermination des concentrations minimales inhibitrice (C M I) et non inhibitrice

Des solutions de 100 mL de propiconazole et d'IPBC ont été préparées a différentes
concentrations (3.19, 10%, 3.10°, 10°, 3.10* et 10* M) dans de I'éthanol 95%. Dans un
premier temps, ces gammes de concentrations ont été testées afin de déterminer les
concentrations minimales inhibitrices permettant d’'inhiber la dégradation des échantillons de
bois pour une essence donnée et une champignon donné. La concentration minimale
inhibitrice (C M |) est validée lorsque les pertes de masses des échantillons au bout de 3 mois
de dégradation sont inférieures a 3%. A des concentrations inférieures a la concentration

minimale inhibitrice, la croissance du champignon peut étre |Iégerement ralentie.

3.2.1.2. Méthode d’'imprégnation

Les éprouvettes réparties par essence sont placées dans un béchers de 500 mL et
recouvertes de grilles sur lesquelles sont placées des billes de verre pour les empécher de
flotter lors de l'imprégnation des différentes solutions de fongicides. Le bécher est ensuite
placé dans une cloche a vide, munie d’un robinet double voie (figure 32). L'air contenu a
I'intérieur des éprouvettes est alors éliminé grace a une pompe a palette et un vide de 5 mbar
maintenu a lintérieur de la cloche pendant 20 minutess solutions a différentes
conentrations de propiconazole et d'IPBC sont préparées a raison de 350 mL par
concentration. Avant I'imprégnation, ces solutions sont passées au bac a ultrasons durant 5
min. La connexion avec la pompe est fermée apres un vide de 20 minutes et la solution de
traitement est alors introduite par aspiration jusqu’a ce que les éprouvettes soient totalement

recouvertes. Les éprouvettes témoins quant a elle sont imprégnées avec de I'éthanol a 95%.
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Le tableau 2 décrit les différentes imprégnations réalisées en fonction des essences et des
concentrations de solutions de préservation utilisées. Aprés retour a la pression
atmosphérique, I'ensemble est laissé au repos pendant deux heures, les éprouvettes sont

ensuite égouttées, laissées a l'air libre durant 24 heures.

Tableau 2 Nombre d’échantillons utilisés en fonctiales concentrations des fongicides
durant 30 jours et 3 mois de dégradation

Concentration Fagus sylvatica  Pinus sylvestris  Grevillea robusta

30jours 3 mois 30jours 3 mois 30jours 3 mois

propiconazole 16M 144 24 48 8 144 24
10*M 144 24 48 8 144 24
IPBC 10° M 144 24 48 8 144 24
3.10°M 144 24 48 8 144 24
Témoin éthanol a 95% 144 24 48 8 144 24
Total 720 120 240 40 720 120
vide

solution d'imprégnation

bloc de bois
Figure 32 : Cloche a vide
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3.2.1.3. Confrontation des éprouvettes aux champignons

40g de malt et 30g d’agar sont dissous dans un litre d’eau distillée. Le mélange est
homogénéisé par chauffage de la solution au alentour de 50°C. Le pH du mélange est ajusté a
4,8 a l'aide d’'une solution d’acide chlorhydrique (0,5N). Le mélange est ensuite stérilisé a
'autoclave a 120°C pendant 25 minutes. Apres refroidissement, le mélange stérilisé encore
tiede (environ 40°C) est coulé a raison de 20 mL environ dans les boites de Pétri de 8,5 cm de
diamétre sous une hotte a flux laminaire a proximité d’'une flamme. Les boites sont ensuite
laissées une heure sous la hotte de fagon a laisser le milieu se solidifier.
Dans des conditions stériles (hotte a flux lamineira proximité d’'une flamme), les boites de
Pétri sont inoculées par un morceau de myceélium introduit au centre du milieu gélosé. Les
boites de Pétri sont placées dans une enceinte climatique de marque Binder KBF 115 régulée
a 22°C et 70% H R et laissé pendant une semaine de fagon a permettre la colonisation de toute

la surface de la boite par le mycélium.

Les difféerentes éprouvettes sont stérilisées par gsouje méme essence apres
exposition durant 15 minutes par coté aux UV. Les éprouvettes stérilisées sont alors mises au
contact du champignon sous conditions stériles, et les boites de Petri sont fermées avec du
parafiim. Les éprouvettes de hétre sont exposédgametes versicolor, Gloeophyllum
trabeum et Coniophora puteandes éprouvettes de pinRoria placenta et celles d chéne
soyeuxa Trametes versicolgrPhanerochaete chrysosporiuaet Antrodia sp..Apres avoir
placé les éprouvettes sur le milieu de culture, ces dernieres sont laissées a incuber pendant des
durées variables dans une enceinte climatique a 22°C et 70% H R (figugh&§)e essais
est réalisé en double a raison de quatre éprouvettes par boite de Pétri. Deux séries d’essais ont
éte réalisées : une premiere série dans laquelle, les éprouvettes sont retirées tous les cing jours
pendant un mois et une deuxieme série ou les éprouvettes sont laissées incuber pendant trois
mois.

A la fin de la période d’incubation, les éprouvetmmnt retirées des boites de Petri,
débarrassées du mycélium et peséas3. (oes éprouvettes sont ensuite séchées a 55°C durant
48 heures puis pesées fimLes pertes de masses et I'humidité des échantillons sont ensuite

déerminées par les formules ci-dessous.

Perte de masse (%) = [¢fm;)/mg] x 100
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ou mpest la masse initiale des échantillons séchés a 55°C,damasse des échantillons

sechés a 55°C aprés exposition au champignons.
Humidité (%)= [(m-mz)/m] x 100

ou m; la masse des échantillons non séchés et débarrassés du mycélipiia etasse des

échantillons séchés a 55°C apres exposition au champignons.

Figure 33 : Enceinte climatique
Dans le cas des essais réalisés pendant trois mois et par analogie avec la norme EN 113, les
différents résultats peuvent étre considérés comme valides si les éprouvettes témoins
présentent des pertes de masses supérieurs a 20 % apres confrontation aux charmgégnons
éprouvettes traitées sont considérés comme resistantes a la dégradation des champignons
basidiomycetes, si les pertes de masses moyennes de chaque groupe d’éprouvettes (pour une
essence donnée, un champignon donné et un traitement donné) sont inférieure a 3% et si une
éprouvette d’essai au maximum a subi une perte de masse supérieure a 3% mais inférieure a
5%.

55



Matériels et Méthodes

3.2.2. Analyse des extractibles

3.2.2.1. Extraction

L'utilisation du soxhlet permet I'extraction de composés solubles contenus dans une
matrice solide. Le solvant porté a ébullition solubilise les composés extractibles de la matrice
placée dans une cartouche de cellulose. Selon le type de bois et les extraits désirés, on utilise
différents solvants. Pour notre étude les sciures de pin et de hétre seront extraites a I'acétone,
tandis que celle du chéne soyeux sera extraite avec du dichlorométhane, car ce solvant permet
d’obtenir une grande quantité d’extraits contenant des composés largement majoritaire. Avant
d’étre extraites, les éprouvettes de bois dégradées ou non par les champignons, et
préalablement séchées a 55°C sont broyées a l'aide d’'un vibro-broyeur a disques de facon a
favoriser I'extraction des composés solubles. Trois grammgsd@gnsciure sont alors placés
dans une cartouche de cellulose pour extraction durant 6 heures.

Apres extraction, le solvant est éliminé a l'aide nd’@vaporateur rotatif sous vide. Les
extractibles contenus dans le ballon, sont alors séchés au dessiccateur en présgbge de P
jusqu'a ce que la masse du ballon)(nme varie plus (environ 24 heurekg pourcentage

d’extractibles dans la sciure est déterminé par la formule suivante:

Pourcentage d’extractibles (%) =ffmy)/m¢] x 100

ou m; est la masse du ballon contenant les extractiblgda masse du ballon vide ef.ria

masse de sciure utilisée pour I'extraction.

3.2.2.2. Analyses chromatographiques

Le systeme HPLC utilisé au cours de cette étude est un systeme Waters (Waters SAS,
Saint Quentin-en Yvelines, France) constitué:

- de quatre réservoirs de solvants de 1 litre chacun équipés d'un systéeme de dégazage a

I'hélium,

- d'une pompe 600 Waters munie d’'un systéme de programmation (Contréler 600
Waters), permettant de travailler en mode isocratique ou en mode gradient avec plusieurs
solvants différents,

- d'un four permettant de thermostater la colonne,
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- d'un systéeme d’injection manuel avec une boucle gqe2De systéme de la boucle
d'injection permet d'avoir un volume injecté constant, ce qui est important pour l'analyse

guantitative,

- d’'un détecteur UV- visible a barrette de diode (Waters 2996),
- d’un détecteur évaporatif a diffusion de lumiére (ELSD Waters 2420),
- de différentes colonnes : Supelco Discovery C18 pour I'analyse des extractibles de

faible polarité et une Supelco LC-Midour I'analyse des sucres.

Pour les analyses HPLC des extractibles, toutes les injections sont effectuées avec une
seringue de 25uL de capacité. La séparation des composés est réalisée sur une colonne
Supelco Discovery C18, de dimensions 250 x 4,6 mm i.d thermostatée a 30°C. La détection
est effectuée en utilisant le détecteur UV a barrettes de diodes utilisant une gamme de
détection comprise entre 210 nm et 400 nm. Les solvants utilisés pour I'élution sont I'eau et le
meéthanol contenant chacun 0,05% de TFA. L’élution est effectuée en mode gradient avec un

débit de 1 mL.mifl. Le gradient des deux solvants est donné dans les tableaux ci dessous :

Tableau 3. Composition de la phase mobile pour I'analyse des extraits de hétre et de Pin

Temps ]
(minutes) Eau/TFA (0,05%)| Méthanol /TFA (0,05%)

0 100 0

5 95 5

45 70 30

60 30 70

65 0 100

70 100 0

75 100

80 100
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Tableau 4. Composition de la phase mobile pour I'analyse des extraits chéne soyeux

Temps
(minutes)| Eau/TFA (0,05%) Meéthanol /TFA (0,05%)

0 0 100

10 10 90

15 100

18 100

30 2 98

40 0 100

41 0 100

Lors de I'étude qualitative des extractibles, on deitir compte des conditions d’analyses
données et que chaque substance est caractérisée par son temps de rétention. C’est pourquoi,
linjection d’'un mélange de composés témoins permet lidentification des certains des
constituants du mélange a analysé, par comparaison des temps de rétention et des spectres
UV. Les extraits sont directement injectés aprés avoir été mis en solution dans du méthanol,
filtrés sur un filtre Millipore Millex-HA de 0,45um. La concentration du naphtol dans I'extrait

de pin est de 10 pg/mL, alors qu’elle est de 70 pg/mL dans les extrah€mel soyeux et du
hétre.Les concentrations injectées pour chaque type diextoat les suivantes: 2 mg/mL

pour le hétre et lehéne soyeux et, 4 mg/mL pour le pin. Chaque échantillon est injecté 3 fois
pour s’assurer de la reproductibilité de I'analyse.

Dans le cas des extraits du hétre, une analyse quantitative de la catéchine a été réalisée.

La courbe de calibration de la catéchine est réalisée avec des solutions de catéchine dans du

méthanol & des concentrations 10, 25, 50, 100 pg/mL.

3.2.3. Analyse des sucres simples

3.2.3.1 Traité thermiquement

Les échantillons de hétre et de pin utilisés pour cette étude ont des dimensions 40 mm x 20
mm x 20 mm respectivement dans les directions longitudinale, radiale et tangebé#elle.
masse initiale (rg) de chaque échantillon est déterminée apres séchage a I'étuve pendant 24

heures & 103°C avec une balance de précisioff ¢)OLe traitement thermique est réalisé
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sous balayage d’azote a des températures de 240°C et 250°C. Les échantillons sont pesés
apres traitement thermique {rafin de déterminer le pourcentage de perte de masse généré
pa le traitement thermique (ML%), a partir de la relation ci dessous :

ML (%) = [(mg — my)/ mg] X 100

ou ng est la masse initiale anhydre et lm masse anhydre aprés traitement thermique.
Le traitement est effectué dans un four dont la précision en température est de plus ou moins
1°C (figure34).

A

WD)
" ?

reactor

@

Wood sample

Figure 34 : Traitement thermique
Le bois est placé dans un réacteur muni d’une entrée et d’'une sortie d’azote et d'un doigt de
gant dans lequel est introduit un thermocouple permettant de relever la température, au niveau
du bois, a l'intérieur du réacteur. Le volume du réacteur est de 450 mL et la vitesse de montée
en température est constante et fixée a 20°C.. thes temps de cuisson retenus pour notre

étude varient de 0,5 a 30 heures.

3.2.3.2 Détermination de la composition en sucres simple

Différentes éprouvettes de bois traitées thermiquement a différentes températures, et
taux de dégradation différents ont été utilisées pour déterminer la composition en sucres
simples du bois. Les éprouvettes ont tout d’'abord été broyées, puis les sciures obtenues
placées dans des cartouches de cellulose et extraites au soxhlet durant 6 heures avec
respectivement 200 mL d’'un mélange toluene/éthanol (2:1, v/v), puis 200 mL d’éthanol a
95%. Aprés extractions, les sciures sont placées a I'étuve a 103°C durant 24 heures avant
d’étre hydrolysées en milieu acide selon la méthode proposée par Karr (Karr w et al., 1991)

légerement modifiee. 350 milligrammes de sciure sont placés dans un ballon, en s’assurant
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gue les particules de bois ne s’accrochent aux parois du ballon. 3 mL d’acide sulfurique a
72% sont ajoutés au ballon contenant la sciure et le tout maintenu sous agitation a I'aide d’'un
barreau aimanté a température ambiante pour une pré-hydrolyse pendant 1 heure. Apres cette
étape de pré-hydrolyse, l'acide est dilué par ajout de 84 mL d'eau distillée. Le milieu
réactionnel est ensuite porté a reflux a I'aide d’'un bain d’huile préchauffé a 120°C pendant 4
heures. A la fin de I'hydrolyse, le ballon est retiré du bain d’huile et le mélange laissé refroidir
jusqu’a une température d’environ 60°C. Le contenu du ballon encore chaud, est filtré sur
Blchner permettant la séparation de la lignine insoluble de I'hydrolysat d’holocellulose. Le
ballon et la lignine retenue sur le papier sont rincés avec 100 mL d’eau distillée. La lignine est
par la suite séchée a I'étuve a 103°C pendant 48 heugpsL@nfiltrat d’holocellulose est
transféré dans une fiole jaugée de 250 mL et complété jusqu’au trait de jauge avec de l'eau
distillée. Le pourcentage de lignine est calculé d’'une maniére similaire a celle décrite
précédemment, et donné par la formule ci dessous:

Taux de lignine (%) =4h850) x 100

Le pourcentage d’holocellulose a été déterminé amfeglirecte et calculé avec la formule :

Taux d’holocellulose (%) = 100 — Taux de lignine

Pour les analyses des monosaccharides, 20 mL de I'hydrolysat d’holocellulose sont
récupérés et neutralisés avec une solution saturée d’hydroxyde de barium, jusqu'a pH = 5
dans un ballon de 50 mL. La solution est par la suite récupérée et centrifugée durant 15
minutes & 4000 tours.minLe surnageant contenant les sucres est récupéré dans un ballon de
50 mL, puis I'eau est éliminé a I'aide d’'un évaporateur rotatif sous vide. Les sucres accrochés
aux parois du ballon sont récupérés avec 4 mL d’eau ultra pure et filtrés sur un filtre Millipore
Millex- HA de 0,45 pum avant analyses. L’'appareillage HPLC utilisé est composé d'un
contrbleur 600 Waters, d’une pompe 600 Waters et d’'un détecteur ELS Waters 2420. La
colonne utilisée est une Supelco LC-N#e dimensions 250 x 4,6 mm i.d thermostatée a
30°C. La phase mobile est un mélange composé d’acétonitrile, d’eau ultra pure et de méthanol
aux proportions respectives de 78, 20 et 2 %. L’élution est effectuée en mode isocratique avec
un débit de 1,5 mL.mih et, les injections sont effectuées avec une seringue ayant une
capacité de 2mL. Chaque échantillon est injecté 3 fois pour s’assdeela reproductibilité
de l'analyse. Le détecteur évaporatif & diffusion de lumiere est réglé selon les parametres de

détection suivants : gain 1, température d’évaporation 60°C et la pression du nébuliseur est
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de 50 psil’identification des différents sucres du mélangeoksénue en utilisant les temps de
rétentions des différents standards de sucres. Les analyses quantitatives sont réalisés pour les
différents monosaccharides.

Les courbes de calibration des différents monosaccharides sont réalisées avec des solutions
des difféerents standards de sucres dans de I'eau ultra pure a des concentrations 10, 12,5, 25,
50, 75 et 100 pg/mL.

3.2.4. Fractionnement et analyse des polymeres constitutifs du bois

Dans cette parti d’étude, les fractions d’holocellulose et de lignine sont exclusivement
obtenues a partir du bois de hétre. Les taux d’holocellulose et de lignine ont été déterminés en

utilisant les procédures décrites par Marchetti (1998)

3.2.4.1. Détermination du taux d’holocellulose

La fraction d’holocellulose est isolée en enlevant la lignine en utilisant la méthode au
chlorite de sodium acide. 500 mg de sciure de bois de hétre débarrassées de ses extraits et
séchées a 103°C sont placées dans un erlenmeyer de 100 mL contenant 30 mL d’eau distillée.
L’ensemble est chauffé a 75°C, puis 0,1 mL d’acidétiqae glacial et 2 mL de chlorite de
sodium ajoutés chaque heure durant 7 heures. Au bout de ce temps de réaction, le mélange est
filtré sur Buchner et le résidu blanc d’holocellulose resté sur le filtre est lavé avec 100 mL
d’eau distillée. L’holocellulose est ensuite extraite au soxhlet durant 2 heures avec de
I'éthanol a 95%, puis séché a 103°C pendant 48 heures et sa mgssétémminée. Une
patie de cette fraction d’holocellulose sera traitée thermiquement, puis analysée par RMN du

solide. Le taux d’holocellulose est déterminé par la formule suivante :

Taux d’ holocellulose (%) = (600) x 100

3.2.4.2. EBtermination du taux de lignine de Klason

La fraction de lignine est obtenue en éliminant leygacharides par hydrolyse acide.
500 mg de sciure de bois de hétre préalablement débarrassée de ses extraits et séchée a 103°C
sont placées dans un ballon de 250 mL. 10 mL d’acide sulfurique a 72% sont rajoutés a la

sciure et le mélange est maintenu durant 4 heures a température ambiante sous agitation
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mécanique. Apres les 4 heures de pré-hydrolyse, le milieu estedavec 240 mL d’eau
distillée, puis chauffé a reflux durant 4 heures pour compléter I'hnydrolyse. Aprés hydrolyse le
mélange réactionnel est filtré sur Buchner, et le résidu noir de lignine de Klason obtenu lavé
avec de l'eau distillée pour éliminer les traces d’acide. Le résidu est séché a 103°C jusqu'a
masse constante pendant 48 heureg. (bne partie de cette fraction de lignine sera traitée
thermiquement, puis analysée par RMN du solide.

Le taux de lignine de Klason est déterminée seloartadle ci dessous :

Taux de lignine de Klason (%) = ¢B00) x 100

3.2.4.3. Taitement thermique des fractions d’holocellulose et de lignine

Le traitement thermique est réalisé sur de la sciure et sur une partie des fractions de
lignine et d’holocellulose précédemment isolées et séchées a 103°C durant 48 heures. Les
échantillons sont alors peséssgjrat mis dans un bécher de 50 mL qui est ensuite placé dans le
réacteur du four. La température et le temps de traitement sont respectivement de 240°C et 21
heures puis. Les échantillons sont pesés apres traitement thermigue’dppareillage du
traitement thermique et la perte de masse générée par le traitement thermique sont décrites
dans le paragraphe 3.2.3. (a).

3.2.4.4. Analyses RMRFC des fractions holocellulose et lignine

Les spectres RMN®C en phase solide CP-MAS (cross-polarisation / magic angle
spinning) ont été enregistrés au service commun de RMN de I'Université de Henri Poincaré
sur un spectrometre Bruker MSL 300 a une fréquence de résonance 75,47 MHz. Les
déplacement chimiques ont été calculés par rapport au TMS. Le temps d’'acquisition était de
0,026 secondes avec un nombre de passages d'environ 1200. Tous les spectres ont été obtenus
avec un temps d’attente entre deux passages de 5 secondes, un temps de polarisation croisé de
une milliseconde et d'une plage spectrale de 20000 Hz. La vitesse de la rotation a I'angle
magique était de 3,5 kHz. La séquence de pulse (Dixon 1982) TOSS (total suppression of side
bands) a été utilisée pour supprimer les bandes de rotation, particulierement importantes a
haut champ pour ce type d’échantillon.
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3.2.5. Titrage de I'acidité des échantillons

Apres les différents traitements thermique (0,5; 1; 5; 7 et 15 heures a une température
de 250°C), les échantillons de hétre et de pin sont broyés. Un échantillon témoin de chaque
essence est extrait au soxhlet a I'eau distillée durant 6 heures. Les sciures sont ensuite séchées
a 103°C durant 24 heures. Le titrage est effectué en utilisant une burette automatisée a haute
précision. Pour chaque titrage, 250 mg de sciure contenus dans un mélange de 25 mL d'eau
distillée et 1 mL de 0,IN HCI sont neutralisées avec un volume précis de NaOH avec le
phénolphtaléine comme indicateur.

L’acidité est obtenue selon I'équation suivante:

A(méq/g)=(v—y x10*/m

avec v comme volume de la solution de titrage (mL) de 0,01 M NaOH utilisé pour chaque
échantillon, ¥ le volume (mL) de la solution de 0,01 M NaOH utilisée pour neutraliser 1 mL
de 0,1 M HCI dilué dans 25 mL d’eau distillée et m la masse de sciure (g) utilisée pour le
titrage.
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4. Résultats et discussion

4.1. Uilisation des extractibles comme marqueurs dealdégradation fongique

4.1.1. Définition des conditions danalyse: élution-séparation, séchage-

échantillonnage

4.1.1.1. Optimisation des conditions analytiques

La premiere partie de cette étude porte sur la définition précise des conditions
analytiques optimales. Elle a été réalisée sur une essence connue pour sa faible durabilité, du
bois de Hétre et en particulier sur la fraction acétonique de ses extractibles, la plus importante
en masse et comportant une majorité de composés phénoliques et polyphérelprices,
aisément détectables du fait de leur propriétés d’absorption du rayonnement ultraviolet. Le
détecteur a barrette de diodes a permis d’enregistrer les chromatogrammes dans une gamme
de 200 a 400 nm, autorisant, si besoin était, d’'identifier des pics par les spectres UV. La
plupart des figures présentées dans ce chapitre sont des extractions des données globales a la
longueur d’onde de 280 nm, cette derniére correspondant fréiguemment a un maximum
d’absorption des molécules recherchées et donc a une capacité de détection optimale.
Le choix d’'une phase stationnaire s’est orienté vers une colonne de type silice greffée par des
chaines aliphatiques octadécyle, cette phase inverse C18 étant la plus couramment utilisée
pour séparer dans des temps et avec une résolution raisonnables, des molécules relativement
polaires comme celles entrant dans la composition des extraits acétoniques.
Du fait de la diversité des structures potentiellement présentes, il était difficlement
envisageable de réaliser les analyses en mode isocratique. La composition de la phase mobile
et sa variation au cours du temps a donc fait I'objet d’'une phase de mise au point a partir d'un
gradient utilisé dans des travaux antérieurs du laboratoire, portant sur I'étude des extractibles
du bois de chéne et basé sur l'utilisation de deux solvants eau et méthanol contenant chacun
0,05% d’acide trifluoroacétique. (figure 35).
Dans cette figure, la courbe superposée au chromatogramme indique le pourcentage d'eau
dans la composition de la phase mobile, inversement proportionnel a sa force d’élution. La
séparation n’étant pas satisfaisante, le gradient a été modifié en augmentant plus rapidement
le pourcentage de méthanol et de maniére constante durant les 45 premiéres minutes (figure
36).
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Figure 35:Superposition du chromatogramme et du gradient liaitiant utilisé pour la
séparation des extraits acétoniques de hétre
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Figure 36: Chromatogramme des extraits acétoniques réalisé avec un gradient optimisé

La séparation des constituants de la fraction acétonique d’extractibles paraissant cette fois
satisfaisante, ce gradient a été définitivement adopté pour la suite de I'étude. L’identification
d’'une majorité des pics principaux a donc pu étre réalisée par comparaison avec des produits

témoins (figure 37).
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Figure 37: Identification des extractibles acétonique du boibé&tee séché a 103°C

Bon nombre de ces composés, sont des produits d’oxydation de la lignine ou de composés pré
existant comme la catéchine (Mammela 2001 ; Filley et al. 2002 ; Arunachalam et al., 2003 ;
Kawai et al., 2004 ; Higushi T 2004) (figure 38). Les composeés identifies du
chromatogramme A, représentent approximativement entre 40% et 50% des extractibles total
de I'échantillon. Le reste des extraits acétoniques sort a des temps au dela de la zone étudiée
du chromatogramme. Ces extraits sont probablement constitués d’autres composés polaires et
de nombreux composés apolaires comme de nombreux acides gras (Mammela 2001 ; Zule et
al., 2003).
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Figure 38: Différents composeés identifiés
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4.1.1.2. Etude de l'influence de la température de séchage sur la distribution et la

nature des extractibles

Dans un deuxieme temps, la température de séchage des éprouvettes a été étudiée pour deux

raisons :

- il est généralement admis que les températures choisies pour le séchage du bois sont
cruciales pour I'analyse et a la caractérisation des extractibles du bois car elles sont a l'origine
de la dégradation thermique de certains extractibles ou de I'oxydation éventuelle de certaines
structures sensibles. La comparaison entre les chromatogrammes des extractibles obtenus
apres séchage du bois a 103 °C durant 24 heures (figure 37) et sans séchage (figure 39)

illustre clairement ce phénoméne.
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Figure 39: Chromatogramme des extractibles acétonique dudeoinétre non séché

Concernant la 2,6-dimethoxybenzoquinone et la catéchine, deux produits identifies dans les
deux chromatogrammes figure 37 et figure 39, les quantités mesurées sont fortement
différentes. La catéchine dans I'échantillon non séché, représente prét de 30% des extraits
totaux de la zone étudiée. Tandis que la 2,6-dimethoxybenzoquinone représente prét de 10%

des extraits de cette zone. Dans les échantillons séchés a 103°C, la catéchine est fortement
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dégradée et ne représente plus que 8% et la 2,6-dimethoxybenzoquinone augmente a 15% des
extraits de la zone étudiée. De plus, dans cet échantillon il y a de nouveaux composés apparus
comme la vanilline et I'acide syringique qui représentent a eux deux, pres de 30% des extraits
de la zone étudiée.

De plus, le sommet de la catéchine est en partie caché dans le premier cas (séché a 103°C) en
raison de la présence dautres produits formés avec des temps de rétentions semblables
pouvant fausser les dosages. Ces résultats montrent clairement l'influence des conditions de
séchage sur les caractéristiques et la nature des composés présents dans des extraits de bois
séché. Il apparait qu'une température de séchage de 103°C modifie énormément la
composition des extractibles du bois de hétre, l'identification d’un grand nombre de composés
nouveaux portant des fonctions carbonylés ou acides carboxyliques semblant indiquer des

réactions d’oxydations intervenant lors du séchage réalisé en atmosphére normale.

- la phase de séchage est cependant obligatoire car elle seule permet d’obtenir une masse
anhydre des échantillons sous forme de sciure ou de bloc et donc une masse reproductible
puisque indépendante de I'hygrométrie de I'atmosphére. Cette masse et son évolution
constitue bien souvent le seul parametre mesurable pour caractériser les phénomeénes de
protection ou au contraire la faible durabilité du matériau. De plus, une température de
séchage élevée de 103 + 28&Gt trés généralement imposée par les normes régissant

conditions de test sur le bois.

Ces deux constatations contradictoires nous ont conduit a définir les conditions de séchages
les plus douces possibles afin de garantir une mesure de masse reproductible, tout en évitant
au maximum la modification de la nature et des quantités d'extractibles, ces modifications

étant caractérisées par la différence de masse et la différence d’aspect des chromatogrammes.

Il s’avérait donc nécessaire de rechercher la terpéraptimale et le temps de
séchage idéal, afin de réunir les conditions simultanées pour atteindre un niveau de
déshydratation convenable pour I'analyse des pertes de masses, sans dégrader les extraits.
Ainsi, les températures suivantes ont été testées : 30, 55 et 80 °C avec des masses
d’échantillons prises périodiquement pour évaluer le niveau de séchage et une analyse

chromatographique pour confirmer la conservation des extractibles d’origine.
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Cette étude nous a conduit a sélectionner une température de 55°C et un temps de séchage de
48 heures. En effet, ces conditions nous permettent d’atteindre le seuil de déshydratation

proche de celui observé avec une température de 103°C (figure 40).
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Figure 40 : Pertes de masses en fonction des temps et températures
de séchage des échantillons.
Les pertes de masses des éprouvettes séchées aat@djaent leurs valeurs seuil au
bout de 6 heures de séchage, tandis que celles séchées a 55°C se rapproche de cette valeur au
bout de 48 heures de séchage. Ce temps de séchage est d’ailleurs utilisé par Blanchette (1994)
pour des échantillons séchés a 60°C alors que d’'autres se contentent de 12 heures a 60 °C
(Martinez M et al., 1999). Une autre remarque importante réside dans la constatation que les
conditions de séchage préconisées par la norme EN 113 sont trés dures pour les petites
éprouvettes et les faibles quantités de sciures souvent utilisées au laboratoire.

La validité de ces nouvelles conditions est démontrée par I'analyse chromatographique (figure
41):
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Figure 41 : Chromatogramme des extractibles acétonique du bois de hétre a 280nm
et séché a 55°C durant 48 heures.

Bien que le profil chromatographique du bois séché a 55°C ne soit pas parfaitement identique
avec le chromatogramme du hétre non séché qui sert de référence, le chromatogramme des
extraits soumis a ces conditions de séchage doux, présente un profil semblable dans la zone de
temps étudiée. Cela signifie que ces nouvelles conditions de séchage, n'ont pas affecté les
caractéristiques des extractibles. Le pic de la catéchine semble étre peu altéré par le séchage a
température douce et reste un des composés les plus importants en termes de quantité dans le

bois de hétre, permettant ainsi une réponse relativement intense avec une détection UV.

Afin de définitivement valider les nouvelles conditions de séchage et I'effet possible de

la modification des extractibles sur la durabilité du bois, des expériences ont été menées afin
de comparer les pertes de masses des blocs de hétre dégradiésgraicoloravec des
conditions de séchage avant et aprés dégradation de 55°C durant 48 heures, 103°C durant 24
heures et non séché (figure 42). La comparaison de ces trois courbes montre que les pertes de
masses des différents blocs sont trés semblables durant le temps de dégradation, surtout pour
des temps de dégradation inférieur a 20 jours. Au dela, les blocs séchés a 55°C possedent des
pertes de masses plus proches de celles séchés a 103°C. La totalité des expériences qui vont

suivre, se feront a des séchages de 48 heures a 55°C.
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Figure 42 iInfluence des températures de séchage des bloas durrabilité du hétre

dégradé par Trametes versicolor

Les analyses chromatographiques réalisées sur du bois séché a 55 °C, ont montré que
la catéchine était le composeé le plus facilement détectable et donc celui dont le dosage devrait

étre le plus significatif.
4.1.2. Détermination des conditions d’inhibition de la dégradation fongique.

Afin de corréler la dégradation fongique et le dosage de marqueurs potentiels de celle-ci, il
était nécessaire d’analyser les extractibles obtenus a partir d’éprouvettes dégradées ou non par
les champignons de pourriture. Pour comparer des chromatogrammes obtenus dans des
conditions les plus proches possibles, des séries d'éprouvettes imprégnées de doses
inhibitrices ou non de fongicides ont été soumises a 'action des mycéliums. Deux molécules
couramment employées dans le domaine de la préservation du bois ont été utilisées. Le
propiconazole qui est un fongicide systémique de la classe des triazoles rentrant dans la
catégorie des fongicides inhibiteurs de la biosynthése des stérols et I'lPBC, un composé de la
famille des carbamates dont le mode d'action est associé a la toxicité de I'iode.

Des gammes de concentrations de chaque produit pour chaque essence et pour chaque
champignon, ont été évaluées afin de déterminer des concentrations les plus basses inhibant
ou non la croissance de chaque type de champignon sur chaque type de bois avec des criteres
de sélection des concentrations d’inhibitions prévues par la norme EN113. D’aprés cette

norme, l'efficacité des produits de préservation par rapport a la virulence d’'un champignon
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agent de la pourriture blanche ou brune se fait en utilisant préférentiellement le hétre et
l'aubier de pin sylvestre. Le choix des concentrations et I'efficacité d’inhibition fongique d’'un
produit est déterminée par le pourcentage de pertes de masse obtenue au bout du temps
d’exposition des échantillons au champignon : les pertes de masses des échantillons traités par
un produit de préservation durant les 16 semaines d’exposition au champignon, doivent étre

<3% pour que cette concentration soit considérée comme efficace.
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Figure 43 : Pertes de masse en fonction des concentrations en propiconazole
des échantillons de hétre (a) et du chéne soyeux(b) exposés a des champignons de pourriture
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Figure 44 : Pertes de masse en fonction des contteng@n IPBC
des échantillons de hétre (a) et du chéne soyeux(b) exposés a des champignons de pourriture
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Figure 45 : Pertes de masse en fonction des concentrations en propiconazole et IPBC
des échantillons de pin exposés a Poria placenta

La concentration choisie pour étre la condition inhibitrice est deM@uelle que soient les
fongicides et les champignons utilisés (figures 43-45). Les concentrations non inhibitrices ont
été fixées a 3.1OM pour I''PBC et 16 M pour le propiconazole, sauf dans le cas du pin

pour lequel cette concentration est de*1M quelque soit le fongicide. Un fait est a
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remarquer : les différents champignons de pourriture blanche et brune, bien que n’ayant pas
forcement les mémes mécanismes enzymatiques de dégradation, arrivent tous a utiliser
I'lPBC & des une concentration de 3" comme activateur ou source de carbone et d'azote

pour leur croissance. Il est difficile d’expliquer ce phénoméne car bien que la dégradation de
'IPBC par certains microorganismes surtout les bactéries ait fait I'objet d’études (Steven
Cook 2002), son mécanisme de dégradation chez les mycetes reste mal connu. Pour ce qui est
du propiconazole, étant un fongicide systémique a large spectre d’activité et utilisé en général

sous formes de co-formulation, sa dégradation par les microorganismes reste trés peu étudiée.
4.1.3. Dégradation des extractibles du bois de hétre parametes versicolor

4.1.3.1. Dégradation des extraits et évolution des pertes de masse

Cing séries de blocs de hétre ont été exposéEmametes versicolopour une durée de
dégradation au maximum de 30 jout®s blocs ont été préparés differemment en fonction de
la solution de produits de préservation dans laquelle ils ont été imprégnés sous vide : solution
éthanolique de propiconazole (A0 et 10 M) ou d’ IPBC (10° M et 3.10° M), les
éprouvettes témoins étant imprégnées dans de I'éthanol uniqudtiudjéctif était que les
extractibles des échantillons témoins ou imprégnés avec des solutions a faibles concentrations
soit modifiés lors de la dégradation fongique, contrairement a ceux des échantillons a fortes
concentrations qui devaient rester inchangés. L’évolution du contenu des extractibles et leurs
natures ont été analysées tout les 5 jours pour toutes les séries de blocs et I'humidité est
mesurée sur les seéries de blocs du dernier jour.
Préalablement a toute analyse des résultats, 'humidité des échantillons, apres 30 jours
d’exposition au champignon, a été mesurée afin de vérifier que les différentes conditions de
traitement n’influencaient pas [I'activité¢ fongique indirectement par une modification
importante du taux d’humidité qui serait préjudiciable au développement du champignon
(tableau 5). En effet de nombreuses études ont montrés I'importance de I'humidité durant la
dégradation du bois par les champignons de pourriture. Les exigences d’humidité dépendent
considérablement des especes de champignon.

Tableau 5 : Mesure des taux d’humidités du hétre aprés dégradation par T. versicolor

Témoins  Propi 16M  Propi 10'M  IPBC 10°M IPBC 3.10'M
Humidité finale (%) 62,3 +1,2 41,5+2,3 55,6 #1,4  45,3+1,8 58,4 +2,3
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Les échantillons témoins présentent une humidité de 62,3 %. Les échantillons traités au
propiconazole présentent une humidité de quelques pourcents plus faible que celle des
éprouvettes protégees par I'IlPBC, avec une fourchette globale s’étalant de 41,5 a 58,4 % et se
situant donc dans la gamme idéale. La valeur basse est proche de la limite inférieure définie
pour une activité optimale de la colonie mais elle reste acceptable. On constate également que
les taux d’humidité des éprouvettes les moins protégées (concentrations en fongicide les plus
faibles) sont systématiquement de 13 a 14 % plus élevés que ceux des échantillons les mieux
protégés. La quantité totale d’extractibles du bois de hétre est en générale inférieure a 2 % de
la masse de bois séche (Fengel et Wegener 1989 ; Pettersen 1984) dans notre cas elle est de
1,6 %. Les quantités d’extraits acétoniques du bois de hétre sont réduites durant les 30 jours
de dégradation du bois par versicolorpour les échantillons témoins ou ceux traités avec de

faibles concentrations de fongicides (figure 46).
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Figure 46 : Taux de dégradation des extraits acétoniques totaux du bois de hétre en présence
ou pas de produit de préservation par T. versiahloant 30 jours

Les quantités d’extraits des échantillons traités avec des concentratioffsMeafient peu,

gudque soit le produit utilisé, la perte de 5% pouvant probablement s’expliquée par la
diffusion des extractibles dans le milieu gélosé. Pour les échantillons non protégés
(concentrations en fongicide faibles ou les témoins) les quantités d’extraits sont proches et
diminuent rapidement durant les deux ou trois premiéres semaines, temps aprées lequel un
palier semble étre atteint.

A ce stade de I'étude, il apparait que la quantification des extraits acétoniques globaux peut
permettre de discerner quelle série d’échantillons va étre dégradée de celle qui ne le sera pas,

cette prévision pouvant étre effectuée apres environ 10 jours de temps d’expérience.
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Figure 47 : Evolution des pertes de masses des éprouvettes de hétre traité ou pas durant la

dégradation par T. versicolor

Il est intéressant de comparer ces courbes avec celles décrivant I'évolution des pertes de
masse des éprouvettes de bois (figure 47) car elles ne montrent une évolution sensible

gu’'apres 15 voire 20 jours d’expérience pour des valeurs de pertes de masses allant de 3 a 5
%, la dégradation des extraits acétoniques étant a ce moment la de I'ordre de 25 a 30 %, ce
qui en fait un paramétre dont I'évolution est beaucoup plus facile a mesurer.

Cela permet également de constater que la dégradation des macromolécules constituant le
bois s’initie tres rapidement, le champignons ne se contentant pas de consommer les

extractibles, pourtant a priopglus accessibles.

Nous avons ensuite chercher a savoir s'il était possible de mettre en évidence une ou plusieurs
molécules entrant dans la composition des extractibles acétoniques et dont la dégradation par

le champignon serait encore plus rapide et aisément détectable que les extraits dans leur
globalité.

4.1.3.2.Chromatogrammes des extractibles du bois de hétre dégradé par Trametes

versicolor

Afin de suivre I'évolution des différents composés des extraits acétoniques du hétre identifié
précédemment durant la dégradation fongique, nous avons analysé ces extraits par HPLC tous
les cing jours. La fraction lipophile sortant & des temps plus élevés et ne présentant des
composés suffisamment caractéristiques, nous nous sommes uniquement intéressés a une

gamme plus polaire des extraits acétoniques, détectée entre 10 et 45 minutes (figure 48).
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Figure 48: Chromatogrammes des extractibles du bois de hétre non protége
dégradé par T. versicolapres 5(a), 10(b), 15(c) et 30(d) jours

Dans le cas des extraits des échantillons témoins, les chromatogrammes montrent une
évolution importante de la distribution des signaux, avec des pics disparaissant et d’autres
apparaissant. Cependant, il n’a pas été possible d’identifier toutes les structures produites au
cours de la dégradation. A la rigueur, I'acide syringique, en tant que produit d’oxydation de la
lignine, voit la taille de son pic augmenter puis diminuer et disparaitre (Figure 48 et 49) et
pourrait jouer le rle d’'un marqueur de dégradation.

En revanche, il a été possible de suivre la disparition d’espéces chimiques préalablement
identifiées dans des extraits de bois non dégradés et ne provenant pas de la lignine, en
particuliers celle de la catéchine qui est totale aprés 15 jours. Deux séries d’analyses réalisées
tous les 5 jours sur des éprouvettes imprégnées par le propiconazole et I'lPBC ont donné lieu

a des chromatogrammes quasiment identiques pour les deux fongicides. C’est pourguoi, seuls
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ceux obtenus a cing, dix, quinze et trente jours avec le propiconazole illustreront cette partie

de I'étude.
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Figure 49: Chromatogrammes des extractibles du bois de hétre protégé avec
le propiconazoleI®M par T. versicologprés 5(a), 10(b), 15(c) et 30(d) jours
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Figure 50: Chromatogrammes des extractibles du bois de hétre protégé avec

le propiconazole IOM par Trametes versicolaturant aprés 5(a), 15(b) et 30(c) jours
Une interprétation directe des différents chromatogrammes reste difficile en raison de la
différence entre le profil chromatographique de chaque analyse, la présence ou non de
nouveaux composes en quantités importantes pouvant en outre, parfois modifier le temps de
rétention des composés. Dans ce cas, |'utilisation du détecteur UV a barrette de diode a été
décisive car elle a permis, a l'aide du spectre UV correspondant a chaque pic, de suivre le
marqueur choisi. Ainsi, pour les échantillons traités par la solution de propiconaZdié, 10
la quantification du signal de la catéchine donne une valeur d'adsorption assez constante
autour de 5.16AU en dépit d'un léger décalage de son temps de rétention, et de I'apparition
d'un gros pic resté mal identifié car regroupant différents composés dont la 2,6 dimethoxy-
benzoquinone. Comme dans le cas des échantillons témoins, le pic de la catéchine diminue
pour les extraits des échantillons traités avec du propiconazol& Mais cette diminution
de la catéchine est moins flagrante et méme au bout de 30 jours d’exposition, elle est encore
faiblement détectable
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Apres 30 jours d’exposition au champignon, les différents composés formés présentent
des propriétés d’absorptions différentes, au regard des zones dans lesquelles ces composés
absorbent (Figures 51 et 52). Ainsi certains composés formés en présence du propiconazole
absorbent nettement dans des zones allant de 300 nm a 366 gui,n’est pas le cas pour
ceux formés dans les échantillons témoins au bout de 30 jours. Cela pourrait indiquer que, en
dépit d’'un début d'oxydation des extractibles par le champignon, celui-ci s’est révélé

incapable de les métaboliser.
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Figure 51 : Zones d’absorbance des composés de hétre témoin aprés 30 jours de dégradation
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Figure 52 : Zones d’absorbance des composés de hétre protégé apres 30 jours de dégradation
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Les dosages de la catéchine pour les 5 séries d’échantillons sont exprimés dans les courbes ci-
dessous (figure 53).

100

—&— Propi 10-2
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Figure 53 : Evolution de la quantité de catéchine en fonction du temps de dégradation

Pour ce qui est les échantillons protégés, une petite diminution de la concentration de
catéchine a été observée pendant les 5 premiers jours. Elle est probablement due a des
tentatives de colonisation du bois par le mycéte. Aprés cette période, la concentration de
catéchine est demeurée assez constante tout au long de la durée de I'étude, l'activité fongique
étant inhibée par les fongicides.

L’allure des courbes obtenues dans le cas des éprouvettes mal protégées par des solutions trop
faiblement concentrées en fongicides, a semblé tres intéressante car elle décrivait une
evolution intermédiaire absente des courbes de dégradations des extraits acétoniques globaux
(figure 53) qui permettait d’espérer une éventuelle capacité a prévoir un niveau de
dégradation intermédiaire. Cependant, la mise en paralléle de ces évolutions avec les pertes de

masses obtenues apres 12 semaines, n'a pas permis de conclure dans ce sens (tableau 6).

Tableau 6 : pertes de masses des éprouvettes de hétre apres 12 semaines
de dégradation par Trametes versicolor

Concentration Témoins Propi'i@ Propi 10'M IPBC 10°M IPBC 3.10'M

Perte de masses 38 % 3% 24 % 2% 41 %

En effet, si la perte de masse correspondant au traitement au propiconaztve (24%) est

bien intermédiaire entre celles respectivement obtenues pour les témoins (38%) et le bois
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protégé au propiconazole 1@ (3%), la perte de masse mesurée avec des éprouvettes

faiblement protégées avec I'lPBC (41%) est au moins équivalente a celle des témoins.
4.1.4. Evolution des extractibles du bois de hétre par les pourritures brunes

De maniére similaire a la méthode adoptée pour étudier I'évolution des extractibles du hétre
en cas de dégradation par des pourritures blanches, l'effet des champignons de pourritures
brunesGloeophyllum trabeunet Coniophora puteana été quantifie de maniére globale

(figures 54 et 55) avant d’étre analysé par HPLC.
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Figure 54 : Evolution des pourcentages d’extraits acétoniques du hétre
apres dégradation par Gloeophyllum trabeum
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Figure 55 : Evolution des pourcentages d’extraits acétoniques du hétre
apres dégradation par Coniophora puteana
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Tableau 7 : Mesure des taux d’humidités du hétre apres dégradati@ntpaiveum

Témoins Propi 16M  Propi 10'M  IPBC 10°M  IPBC 3.10'M
Humidité finale (%) 68,7 +2,1 46,9 +1,1 552+1,6  49,1+23 52,3+1,1

Tableau 8 : Mesure des taux d’humidités du hétre apres dégradatiOngaeana

Témoins Propi 16M  Propi 10'M  IPBC 10°M  IPBC 3.10'M
Humidité finale (%) 59,2+24 43244 61,0+2,1  475#1,2 65, 9 +1,1

De maniere générale, les valeurs des humidités (tableaux 7 et 8) variant entre 43,2% et 68,7%
étaient propices au développement du champignon. Comme dans le cas des échantillons
dégradés par. versicolor les humidités les plus faibles correspondaient toujours a celles des
échantillons protégés. Il existe cependant une difféerence assez visible entre les deux
champignons puisque, Isi série de mesure réalisée a@Gdrabeumétait treés similaire a celle
obtenue aved. versicolor,les valeurs d’humidité des éprouvettes insuffisamment protégées
deC. puteana, se sont révélées anormalement élevées et méme supérieures a celles du témoin.
A I'opposé du comportement du bois mis en présence de pourritures blanches, les échantillons
témoins et ceux imprégnés de concentrations non inhibitrices de fongicides, ont vu leur
quantité d’extraits augmenter avec le temps de dégradation quelque soit le champignon de
pourriture brune, comme cela avait déja été observé par différentes études (Martinez M et al.,
1999 ; del Rio 2001 ; Solar et al.,, 2007), les quantités d’extraits restant sensiblement
constantes pour les échantillons protégés. Au bout des 30 jours de dégradation, les quantités
d’extraits dues &. trabeumétaient trés légerement supérieures a celles produite€.par
puteana, mais surtout se situaient au-deld de 6 % dans tous les cas de blocs de bois non
completement protégeés et devaient donc pouvoir servir d’indicateurs de la dégradation

En effet, la dégradation des composés du bois par les champignons de pourriture brunes
résulte de l'action combinée des réactions non enzymatiques, d’enzymes hydrolytiques ou
lignolitiques pour certains d’entre eux (Ritschkoff 1996 ; Lee et al., 2004). Contrairement a
certains champignons de pourriture comme Trametes versicolor, Bjerkandera adusta, Stereum
hirsutum(Gutiérrez et al., 1999 ; Dorado et al., 2000, 2001) qui voient la quantité d’extraits
diminuée durant la dégradation grace a une forte assimilation des produit de dégradation des
différents constituants, plusieurs basidiomycétes @dsiophora puteanaGloeophyllum
trabeum ePoria subvermispora durant la dégradation de bois, provoquent une augmentation
de la fraction extractive (Gutiérrez et al., 1999 ; Martinez M. et al., 1999 ; Solar et al., 2007).

Dans certains cas, cette augmentation pourrait étre due a la biosynthése de métabolites
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secondaires du champignon, mais dans le cas des basidiomyceétes elle est principalement due a
'accumulation de produits d’oxydation lors de dégradation de la lignine (Jin et al., €t990)

en moindre partie de ceux des polysaccharides. Cette augmentation des quantités d’extraits
acétonigues est également observée lors de la dégradation de l'aubier et du duramen du pin
sylvestre paOphiostoma ainoaen champignon de coloration (Martinez-Ifiigo et al., 1999),

par contre une diminution de la quantité d’extraits est observée lors de la dégradation du bois
d’Eucalyptus parOphiostoma valdivianun{(Gutiérrez A et al., 1999). Donc la capacité
d’assimilation des extractibles natifs et des produits de dégradation ne dépend que du
champignon et non de son groupe d’appartenance.

Les différents pourcentages des pertes de masses des échantillons de hétre exposés aux deux
champignons de pourritures brur@sniophora puteana ébloeophyllum trabeurdurant les

mémes temps d’exposition sont présentés figure 56.
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Figure 56 : Evolution des pertes de masses des éprouvettes de hétre traitées ou non durant la
dégradation par Gloeophyllum trabe(a) et Coniophora puteana (b)
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Apres 30 jours d’exposition les pertes de masses des échantillons témoins ont atteint
respectivement 16,8% et 17,6% pour ceux expos€s puteana ets. trabeum a priori
essentiellement dues a la dégradation des polysaccharides et un peu supérieures a celles
causées par. versicolor.La comparaison avec ce dernier a également mis en évidence un
profil difféerent des courbes de dégradation puisque les pourritures brunes ont dégradé de
maniere constante a partir des (cinq) premiers jours alors que les courbes caractérisant la
pourriture blanche (figure 47), présentaient une rupture de pente avec une accélération des
processus a partir du vingtieme jour. Cette activité importante et précoce des pourritures
brunes semblait rendre plus difficile la recherche d’'un marqueur de dégradation, néanmoins il
était intéressant d'analyser les extractibles afin d’'une part, de vérifier si la catéchine
disparaissait de maniere similaire ou non a ce qui avait été observé pour la pourriture blanche
et d’autre part, pour essayer d’identifier soit la disparition, soit I'apparition d’'un ou de

plusieurs autres composés pouvant jouer un réle de marqueur.

4.1.4.1.Chromatogrammes des extractibles du bois de hétre dégradé par Coniophora

puteana et Gloeophyllum trabeum

Le suivi de I'évolution des extractible acétoniques par HPLC a été effectué tout les cing jours
afin d'étudier le comportement des différents extraits initiaux et ceux formés durant la
dégradation. Seuls seront discutés les résultats obtenus avec des imprégnations au
propiconazole, les expériences menées avec I'lPBC ayant conduits a des observations
parfaitement identiques.

Comme dans le cas des échantillons dégradés. paarsicolor nous nous sommes intéressés

a la fraction polaire des extraits. Il est a noter que la grande variabilit¢ au niveau de la
composition chimique du bois est parfaitement illustrée ici par la différence existant entre les
chromatogrammes du témoin non dégradé utilisé dans cette partie (figure 57) de notre étude
contenant plus d’extraits initiaux identifiés et celui présenté préecédemment (figure 41). Les
éprouvettes utilisées avec les champignons de pourriture brunes, proviennent d’'un billon
différent de celui utilisé pouF. versicolor Les échantillons témoins de ce lot présentent des

composés d’'oxydation de la lignine.
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Figure 57 Chromatogramme des extraits du témoin du bois de hétre
Ainsi, les molécules habituelles décrites chez le hétre sont présentes avec la catéchine (22,5
min), la 2,6 dimethoxybenzoquinone (21,2 min) et acide syringique (28,5 min).
Les figures 58 et 59 représentent une superposition de chromatogrammes obtenus par
l'analyse des extraits d’éprouvettes non imprégnées de fongicides. Les chromatogrammes
étant treés similaires dans le cas des éprouvettes imprégnées avec de faibles concentrations de

biocides, ils ne seront pas présentés ici.
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Figure 58 : Chromatogrammes des échantillons témogradés
Par Coniophora puteana durant 5(a), 15(b) et 30(c) jours
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Figure 59 : Chromatogrammes des échantillons témogradés
par Gloeophyllum trabeunhurant 5(a), 15(b) et 30(c) jours
La variation des profils chromatographiques entre le témoin non dégradé et les dégradés

jusqu'a 15 jours (figures 58b et 59b) s’est avérée moins importante que pour ceux dégradées
parT. versicolor ce qui n'est pas anormal puisque les produits de dégradation des saccharides
ne sont pas ou peu détectables en UV. Globalement, on a pu remarquer la croissance puis la
disparition d’un pic non identifié a 46 minutes, un comportement identique mais légérement
plus tardif du pic a 28,5 minutes de I'acide syringique ainsi que I'augmentation continue du
signal a 21,2 minutes de la 2,6-dimethoxybenzoquinone, l'identification de ces composés
principaux avant et aprés dégradation ayant pu étre obtenue en comparant leurs temps de

rétention et leurs spectres UV (figure 60) avec ceux des standards.
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Figure 61 : Chromatogrammes des échantillons traités au propiconazole a 10- 2 M
durant 30 jours de dégradation par G. trabéapet C. puteana (b).

Pour ce qui est des échantillons protégé avec le propiconazdi)({figure 61), seules de

tres faibles variations d’intensité relatives des signaux ont pu étre remarquées, en accord avec

la faible variation du pourcentage d’extraits. Un allongement du temps de rétention de la

plupart des pics est constaté pouvant étre du & de nombreux facteurs.
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Pour ce qui est des échantillons témoins aprés 30 jours de dégradation, on observe une nette
variation des profils chromatographiques entre les échantillons dégradés et celui du témoin
non dégradé. Certains composés comme la 2,6 dimethoxy-benzoquinone, I'acide syringique et
le composé inconnu a 46 minutes, durant les 15 premiers jours voient leurs quantités varier
énormément (Figures 58a, 58b, 59a et 59b), méme si les profils chromatographiques restent
assez proches. Comme avéc versicolor apres 30 jours de dégradation, les profils
chromatographiques présentent une nette dégradation des composés initialement présents,
rendant ainsi les chromatogrammes quasi linéaires a I'exception de la présence de la 2,6
dimethoxy-benzoquinone (Figure 58c et 59c). Ces résultats pourraient sembler en
contradiction avec l'augmentation des taux d’extraits précédemment décrits, I'explication la
plus probable restant que les deux champignons dégradent principalement les
polysaccharides, en composés non observables en UV.

Pour ces deux champignons de pourriture brune, on observe une plus nette diminution des
composés en présence @e puteana comparée @. trabeum Quelque soit le champignon

utilisé, au bout de 30 jours de dégradation du bois de hétre, la disparition de la catéchine est
totale. La concentration non inhibitrice de propiconazole, entraine également la diminution
des pics contenus dans les extraits initiaux. Durant les 30 jours de dégradation, les quantités
des différents composés varient énormément. La catéchine, I'acide syringique et le composé a
46 minutes disparaissent presque totalement, par contre la 2,6 dimethoxy-benzoquinone est le
composé majoritaire, restant au bout de 30 jours de dégradation bien que sa quantité a
diminuée. Cela laisse supposer que durant la dégradation, de nombreux composés ont été
convertis en quinone par des phénomenes d’oxydations enzymatiques ou non enzymatiques,
comme l'avaient montré Lacki et Duvnjak (1998) lors de la conversion de l'acide synapique

par les polyphénols oxydases de T. versicolor

4.1.4.2.Evolution des quantités de quelques composés durant la dégradation du hétre par
Coniophora puteana et Gloeophyllum trabeum

L’évolution des quantités de catéchine durant la dégradation par les pourritures brunes des
échantillons du bois de hétre est présentée dans les figures 62 et 63
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Figure 63: Evolution de la quantité de catéchine en fonction

du temps de dégradation par C. puteana

La quantité de catéchine des échantillons protégés a peu variée durant les 30 jours de

I'expérience, avec des pertes situées entre 10% et 15% de la quantité initiale obtenues des les

10 premiers jours.

Le signal de la catéchine a diminué graduellement dans les extraits des échantillons témoins et

traités a faibles concentrations pour disparaitre au bout de 25 jour&avebeumet 30

jours avecC. puteanaCes temps de dégradation sont plus longs que ceux observés lors des

séries d’essais meneés avecversicolor, qui étaient de 15 jours. Cela s’explique par le fait

gue la batterie enzymatique des pourritures blanches est plus adaptée a la dégradation des

composés phénoliques que les processus employés par les pourritures brunes, I'inconvénient

étant qu’il ne sera donc pas possible d'utiliser la catéchine comme marqueur précoce de
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dégradation, du fait que son dosage ne présente une diminution sensible qu'a partir du
dixiéme ou du quinzieme jour, c’est-a-dire simultanément ou aprés que les pertes de masses
n'aient commence a étre mesurables.

Nous avons alors essayer d’analyser I'évolution de la quantité des autres composés
précédemment mis en évidence comme étant caractéristiqgues de la dégradation du bois, en
utilisant le naphtol comme référence interne pour doser ces produits figures 64Cst 65
alcool aromatique étant beaucoup moins polaire que les extractibles, il présente un temps de

rétention plus élevé et n'apparait donc pas sur la partie des chromatogrammes présentée.
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lors de la dégradation du bois de hétre par C. puteana
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Figure 65 : Evolution du rapport: aire Tr 46 / air@imal)
lors de la dégradation du bois de hétre par G. trabeum

Dans le cas de la dégradation gar puteana,la quinone n’apparait pas comme un bon
candidat au r6le de marqueur car il est difficile de trouver une tendance franche permettant de
distinguer les éprouvettes protégées de celles qui ne le sont pas. Au contraire, I'acide
syringique et dans une moindre mesure le composé inconnu sortant au temps de rétention de
46 min (appelé Trd46), permettent de faire cette distinction, mais seulement en fin

d’expérience, au dela du vingtiéme jour.

Dans le cas d&. trabeum I'amplitude des variations est plus importante et Tr46 et I'acide
syringique semblent encore présenter les tendances les plus intéressantes mais qui

n'apparaissent que tardivement.

L’'analyse de I'évolution des extractibles au courdaddégradation du bois de hétre par les
pourritures brunes a donc conduit a la mise en évidence de plusieurs composés
caractéristiques de cette dégradation. Cependant, le dosage de ces marqueurs ne permet que

de constater I'attaque fongique sans permettre de I'annoncer avant qu’elle ne se produise.

4.1.5. Evolution des extractibles du bois de chéne soyeux lors de sa dégradation

Le Grevillea robusta est un feuillu poussant en Australie et en Afrique australe. Il est tres
rencontré et utilisé en menuiserie et dans la construction dans des pays comme le Kenya d’ou
proviennent les échantillons utilisés dans cette étude. C’est un bois non durable vis a vis des
termites et des champignons (Mburu 2007). Le boisGdeobusta contient environ 7%
d’extraits totaux dont environ 5% sont lipophiles. Ces quantités d’extractibles sont faibles

comparees a celles habituellement rencontrées dans les bois de feuillus des régions tropicales
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souvent tres durables. Des analyses des extraits du b@s mbusta ont montrés que les
extraits lipophiles sont essentiellement composés de n-alkyl et n-alcenyl résorcinols (figure
66) (Ritchie et al., 1965 ; Ridley et al., 1968 ; Cannon et al., 1973 ; F. Mburu 2007), qui sont

donc solubles et extractibles dans des solvants peu polaires comme le chlorure de méthyléne.
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Figure 66 : Spectre RMN du proton des extraits au dichlorométhane du bois
de Grevillea robusta (n-alkyl et n-alcenyl résorcinols (Mburu 2007)

4.1.5.1. Chromatogramme des extraits dichlorométhane du bois du chéne soyeux

L'utilisation d’une phase stationnaire C18 trés apolaire a entrainée la mise au point d’'un
gradient de phase mobile assez court et abrupte, présenté ci-dessous (figure 67), qui a permis
d’obtenir un chromatogramme tres simple des extractibles, ne faisant quasiment apparaitre
gue deux pics majoritaires autour de 22 minutes qui représente plus de 90% des aires totales

des extraits détectables en UV (figure 67).
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Figure 67 Extraits dichlorométhane du bois de Grevillea robusta
avec le pourcentage d’eau du gradieat/TFA
La nature exacte de ces composés n'a pas été determinée avec certitude, faute de disposer de

standards correspondant aux structures évoqueées ci-dessus. Cependant, les spectres UV des

deux principaux pics présentaient la méme allure avec un méme maximum d’absorption a

274,5 nm (figure 68) rappelant le motif résorcinol.
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Figure 68 : spectre UV a 280nm du pic a 21,86 minfatest 22,2 minutes (b)

Trois champignons, connus pour leur forte capacitdéégrader différents bois, ont été
sélectionnés pour cette partie de I'étude. Les deux pourritures fibréusesrsicolor et
Phanerochaete chrysosporiusont parmi les plus étudiées des champignons de pourriture et
utilisées dans le domaine de la préservation du bois et des analyses enzymatiques de
dégradation du matériel lignocellulosique. Le champignon de pourriture cubidrasia sp
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isolé par le CIRAD, provient d’'une région tropicale et souvent utilisé dans des tests de
durabilité de bois tropicaux (Amusant et al., 20Bbkutse et al., 2006).

4.1.5.2 Evolution des taux d’extraits durant la dégradation du bois du chéne soyeux
Pour cette partie d’étude, nous avons cherché d’'une part a suivre I'évolution des extractibles
du bois deGrevillea robusta durant la dégradation par des champignons de pourritures et
d'autre part de doser et si possible d’identifier certains produits de dégradation
caractéristiques afin de pouvoir prévenir la dégradation fongique.
Pour chacun des trois champignons utilisés dans cette partie, cinq séries de Glasliéa
robusta sont exposés a la dégradation pour une durée de dégradation maximale de 30 jours.
Les différents blocs sont traités comme précédemment avec le hétre a savoir imprégnés dans
des solutions de propiconazole @B et 10* M) ou d’'IPBC (10? et 3.10" M). L’humidité
des blocs a été déterminée au bout des 30 jours de dégradation, les extractibles ont été
déterminés par gravimétrie puis analysés par HPLC tout les 5 jours.
La quantité d'extraits dichlorométhane contenue dans le boiSrégillea robusta est
d’environ 5% de la masse seche de bois (Mburu 2007). Dans notre cas cette quantité est de
4,82%.
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Figure 69 : Evolution des pourcentages d’extraits au dichlorométhane de Grevillea robusta
apres dégradation par Trametes versicolor
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Tableau 9 : Mesure des taux d’humidités Grevillea robusta
apres dégradation parametes versicolor

Jours Témoins Propi ¥  Propi 10°M  IPBC 10°'M  IPBC 3.10'M

Humidite(%) 62,44 £1,22 44,46 1,9 61,43 +2,35 46,51 +3,12 48,45 +2,43

Temps (jours)
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Figure 70 : Evolution des pourcentages d’extraits au dichlorométhane de Grevillea robusta
apres dégradation par Phanerochaete chrysosporium

Tableau 10 : Mesure des taux d’humidités Grevillea robusta
apres dégradation pRhanerochaete chrysosporium

Jours Témoins Propi ¥ Propi 10'M  IPBC 10°M  IPBC 3.10°'M
Humidité(%) 56,43 +1,12 48,69+2,3 57,01+2,33 52,32+356 55,21 +2 12

——T
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d'extraits dichlorométhane (%)
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Figure 71 : Evolution des pourcentages d’extraits au dichlorométhane de Grevillea robusta
apres dégradation par Antrodia sp
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Tableau 11 : Mesure des taux d’humidités Grevillea robusta aprés dégradation
par Antrodia sp

Jours Témoins Propi Y™ Propi 10'M  IPBC 10°M  IPBC 3.10°'M
Humidité(%) 69,54 +3,5 50,65+2,3 60,22 +2,67 52,43+1,26 55,75 +1,44

Les échantillons témoins, de maniére générale, présentaient des taux d’humidités
sensiblement plus élevés (56,43 a 69,54 %) que ceux des échantillons imprégnés (44,46% a
61,43%), les valeurs les plus basses correspondant toujours aux plus faibles taux de
dégradation (tableaux 9, 10, 11). Néanmoins, les différentes valeurs sont restées propices au
bon développement des mycéliums.

De nouveau, il a été possible de mettre en évidence un effet différent entre les deux types de
pourriture. Pour les blocs de bois peu ou pas protéges, les souches fibreuses entrainent une
diminution du pourcentage d’extractibles, la souche cubidudrddia sp) provoque un
accroissement de leur proportion (Figures 69, 70 et 71). Quelque soit le produit de
préservation utilisé, une concentration d& Mn’a autorisé que de trés faibles variations des
quantités d’extraits avec des taux se situant entre 4,82% et 4,72% pour la plus basse.
L’'importante diminution des quantités d’extraits des échantillons non protégés en présence de
T. versicolor montre que les activités enzymatiques de deégradation émises par ce
champignon sont capables de dégrader les composés lipophiBsraleusta.Par contre le
champignon de pourriture blanch®. chrysosporiumn’ayant principalement que des
peroxydases pour dégrader les composés phénoliques (contrairefmewgraicolorqui en

plus possede des laccases), dégrade les extrdisrdbusta de facon moindre.

Pour les blocs mis en présenceAmtrodia sp, l'augmentation du taux d’extraits est
significative aprés 20 jours de dégradation chez les échantillons témoins et ceux traités avec
IPBC 1.10° M (respectivement 10,78% et 9,9%). Ces taux augmentent avec le temps de
dégradation jusqu'a atteindre des valeurs de 20,3% et 19,9%. Cette augmentation est du a
'ajout des produits de dégradation de la lignine et de fagon moindre & des possibles
métabolites émis par le champignon durant cette dégraddtioet al., 1990 ; Martinez M et
al.,1999 ; Solar et al., 2007).

4.1.5.3. Evolution des pertes de masse durant la colonisation du bois du chéne soyeux

Les figures 72, 73 et 74 montrent I'évolution des pertes de masses des échantillons traités ou

traités ou non et soumis a la dégradation fongique durant 30 jours.
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Figure 72 : Evolution des pertes de masses des éprouvettes de hétre traité ou pas
durant la dégradation par T. versicolor
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Figure 73 : Evolution des pertes de masses des éprouvettes de hétre traité ou pas
durant la dégradation par P. chrysosporium
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Figure 74 : Evolution des pertes de masses des éprouvettes de hétre traité ou pas
durant la dégradation par Antrodia sp
Ces séries d’expériences ont montré que la perte de masse des échantillons était aisément
mesurable a partir de 10 jours avachrysosporiunet entre 10 et 15 jours potr versicolor
et Antrodia sp. En comparant ces courbes avec celles des figures 69, 70 et 71, il apparait
clairement que les phénoménes d’augmentation ou de diminution des quantités d’extractibles,
surviennent simultanément et ne peuvent pas permettre de prévoir I'évolution des blocs de

bois.
4.1.5.4. Chromatogrammes des extractibles du chéne soyeux lors de sa dégradation
Afin de suivre I'évolution des extraits du bois & robustadurant la dégradation par

différents champignons, la méthode de dosage avec le naphtol comme référence interne a été

mise en ceuvre, celui-ci étant visible sur les chromatogrammes présentés (figure 75).

Naphtol

|

| ' | ' | ' | ' | ' | ' | ' | ' | ' | ' |
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Figure 75 : Chromatogramme a 280 nm des extraits aClgHe G. robusta avec naphtol

101



Résultats et discussion

0.80+
070 \
0604 |
\ OH
0.501 ‘
2 0.407
0.30]

0.207

0.107 \\ 29757-8

. — ~—

0.007 I
R S PV DV DV DV D D A
220.00 240.00 260.00 280.00 300.00 320.00 340.00 360.00 380.00

nm

Figure 76 : spectre UV du naphtol

Afin de suivre I'évolution des différents composés contenus dans les extraits dichlorométhane
du bois deGrevillea robusta durant la dégradation fongique, les extraits ont été analysés par
HPLC tout les cing jours durant 30 jours. Les chromatogrammes présentés sont ceux des
extraits d’échantillons témoins et traités avec le propiconazole, les résultats obtenus avec
'IPBC étant tout a fait comparables.

Naphtol |

|

Time (min)

Figure 77 : Chromatogrammes des extraits des blocs protégés par du Propicon&zble (10

apres 30 jours d’exposition &. versicolor(noir), Antrodia sp(rouge), P. chrysosporium
(vert)

102



Résultats et discussion

Les chromatogrammes des extraits protégés avec du propiconazole (figure 77) montrent de
grosses similitudes avec de témoin non dégradé (figure 75). Malgré tout, on constate
'apparition de nouveaux groupes de pics avant et aprés le standard et au alentour de 22,9 et
23 minutes. Tous ces différents pics apparaissent dans tous les échantillons et peuvent étre
dues & une légeére dégradation des extraits majoritaires ou de la lignine. Bien que la
concentration de 7OM protége le bois de la dégradation fongique au vu des pertes de masse
des échantillons, néanmoins elle ne tue pas immédiatement le champignon qui peut encore a
certains moment modifier les extractibles. Ces nouveaux composés peuvent également
provenir du champignon qui émet certains métabolites durant sa croissance, voir tentative de

croissance (Verscheure et al., 2002).

composé Pc —* r

composé Am—* ‘
Naphtol

Time (min)

Figure 78 : Chromatogrammes des extraits des édoastiraités avec du propiconazole
(10* M) durant 30 jours d’exposition &. versicolor (noir), Antrodia sp (rouge), P.
chrysosporiunivert)

Dans le cas des extraits d’échantillons traités avec du propiconazofeMa (figure 78), les
chromatogrammes se sont révélés largement différents de celui du témoin non dégradé avec
'apparition de nouveaux pics majoritaires composé An a 16,9 minutes et composé Pc a 19,3
minutes, sauf en présence Teversicolor Pour chaque type de champignon, on constate des
produits de dégradation différents. Ces identifications sont faites en fonction des temps de

rétention et des spectres UV.
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Figure 79 : Chromatogrammes des extraits des éprouvettes Antrodia sp témoin 5 et 30 jours
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Figure 80 : Chromatogrammes des extraits des éprouvettes
P. chrysosporium témoin a 5 et 30 jours
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Figure 81 : Chromatogrammes des extraits des éprouvettes
T. versicolortémoin 5 et 30 jours

Les figures 79, 80 et 81 montrent les profils chromatographiques des extractibles des
échantillons témoins d8. robusta a 5 et 30 jours. Aprés 30 jours de dégradation par A. sp, on

observe l'apparition du pic du composé An, tandis qu'aechrysosporiunon observe

'apparition du pic du composé Pc. La dégradation du boi$kwillea robusta parT.

versicolor(figure 81) entraine I'apparition d’un ensemble de composés minoritaire regroupés

entre 17,5 et 18,3 minutes, ce qui est également observé durant la dégradation par les deux

autres pou rritures.

Les spectres UV de quelgues uns des principaux produits de dégradation sont présentés dans

la figure 82.
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Figure 82 : spectres UV de produits de dégradation du bois de Grevillea robusta

(a) composé An, (b) composeé Pc, (c) un composé du massif entre 16,5 et 18 minutes,

(d) dédoublement du pic initial

Les valeurs des maximums d’absorption des composés An (a) et Pc (b), respectivement de

284 et 299 nm semblant indiquer des motifs poly-phénoliques et donc des produits de

dégradation de la lignine.

La dégradation par. versicolorquant a elle ne produit pas de pics flagrants avec des temps

de rétention bien marqués, mais entraine I'apparition d’'un gros massif autb8maeautes

constitué d’un ensemble de composés mal séparés dont I'un a son spectre UV dans la figure

82c, avec cette fois des valeurs d’absorption caractéristiques de fonction carbonylés

conjuguées.

Les chromatogrammes des jours intermédiaires (15, 20 et 25) présentent la méme allure, il a

semblé préférable de ne pas les joindre afin de ne pas surcharger les figures.
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Plus le temps de dégradation augmente, plus les chromatogrammes deviennent complexes,
mais contrairement aux extraits initiaux du bois de hétre qui sont completement dégradés par
les différents champignons, les extractiblesGdevillea robusta sont encore détectables apres

30 jours quelque soit le champignon utilisé.
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Figure 83: Evolution du facteur de réponse des composés: aire composé An / aire naphtol

lors de la dégradation du bois de hétre par Antrodia sp
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Figure 84: Evolution du facteur de réponse des composés: aire composeé Pc / naphtol

lors de la dégradation du bois de hétre par P. chrysosporium

Le dosage des composés An et Pc, montre que les quantités de ces deux produits de

dégradation augmentent avec le temps de dégradation. L’augmentation du pic du composé An
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commence a étre significative entre 10 et 15 jours (figure 83), tandis que celle du composé Pc
(figure 84) commence entre 5 et 10 jours, c’est-a-dire que les évolutions des dosages de ces

marqueurs et des pertes de masses sont parfaitement concomitantes.

Il est donc possible de conclure cette partie, en soulignant que :
- limportante quantité des principaux extraits du boiszdevillea robusta fait en sorte
gu’ils ne sont pas totalement dégradés durant les 30 jours de colonisation, que se soit
chez les témoins ou en présence d’'une faible concentration de fongicide. De plus, avec
les pertes de masse inférieures a celles rencontrées avec le bois de hétre, la
dégradation des extraits dans ce cas demeure moins rapide.
- l'apparition de certains produits de dégradation peut étre caractéristique de la souche

dégradant le bois et qui de ce fait pourraient servir de marqueurs

4.1.6. Evolution des extractibles du bois de Pin Sylvestre durant sa dégradation par
Poria placenta

Le bois de Pin est avec celui d’Eucalyptus, I'un des plus utilisés pour la fabrication de la patte
a papier. De nombreuses études ont été réalisées afin d’optimiser la fabrication de cette patte
en éliminant des extractibles qui influencent beaucoup la qualité du papier obtenu. Pour cela,
I'utilisation des champignons de pourriture blanche capables de dégrader les extractibles
lipophiles du pin a fait 'objet de nombreuses études (Gutierrez et al., 1999 ; Martinez-Ifiigo et
al., 1999 ; Dorado et al., 2001). La pourriture cubiBo€éa placenta, trés agressive vis a vis

du bois de pin est I'un des modeles d'étude lors du suivi de la dégradation des bois de
résineux selon la EN113. Nous essayerons de suivre I'évolution des extractibles du bois de
pin durant une dégradation par une pourriture bRové&a placenta, et voir s’il est possible de
corréler le comportement de certains extractibles avec les pertes de masses observées chez les

différents échantillons.
4.1.6.1. Production d’extractibles durant la dégradation du bois de Pin par P. placenta

Dans cette partie de I'étude, la capacité de la pourriture [Brona placenta a été évaluée du
point de vue de son potentiel de dégradation des polysaccharides et des extractibles lipophiles
du bois de pin. Le partie utilisée ici est l'aubier de pin a cause de sa relativement faible

toxicité fongiqgue comparée au duramen (Martinez- Iiiigo et al., 1999).

Tableau 12 : Mesure des taux d’humidité apres 30 jours d’évolution par Poria placenta
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Jours Témoins Propi 16M  Propi 10'M  IPBC 10°M  IPBC 3.10'M
Humidité (%) 52,31+1,34 45 ,41+2,12 46,56+1,11 43,78+2,02 50,57+1,56

La premiere remarque est que, en général, comme pour les autres pourritures cubiques
(Coniophora puteana eGloeophyllum trabeujndurant la colonisation des éprouvettes
témoins et non efficacement protégées, la quantité d’extraits augmente (figure 1), ce qui est en
accord avec les données bibliographiques (Martinez M et al., 1999 ; Solar et al.,L.2007).
guantité d’extraits totaux contenue dans I'aubier de Pin est en moyenne autour de 4% a 5%
de la matiére séche (Claassen et al., 2000 ; Dorado et al., 2000). Dans notre cas, cette quantité
d’extraits initiale dans nos échantillons témoins est de 4,04%. Les quantités d’extraits des
échantillons protégés comme présentés dans les parties précédentes, varient peu avec ici de
légeres augmentations au bout de 30 jours de dégradation. De plus les taux d’humidités
observées sont favorables au développement du champignon (tableau 12). La dégradation des
composés du bois est plus importante chez les échantillons témoins que chez ceux traités avec
IPBC 3.10" et au propiconazole & T0M au bout de 30 jours de dégradation avec des
augmentations de taux d’extraits respectivement de 138%, 115% et 94% (figure 85). On peut
noter que méme si les éprouvettes sont protégées avec des concentrations assez éleves, la

variations des taux d’extraits des ces échantillons ne sont pas nulles bien que faibles.
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Figure 85 : augmentation des extraits ;CH totaux du bois de Pin en présence ou non de

produit de préservation par P. placenta durant 30 jours
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Figure 86 : Evolution des pertes de masse des éprouvettes de Pin traité ou non

durant la dégradation par Poria placenta

En comparant I'évolution de la quantité d’extractibles a la perte de masse des éprouvettes, on
observe une bonne synchronisation dans le temps entre les courbes (figures 85 et 86). Les
valeurs en pourcentages étant plus élevés pour 'augmentation de masses des extractibles
(+20% a 15 jours) que pour les pertes de masses des blocs (3% a 15 jours), elles pourraient
étre utilisées comme indicateurs plus rapidement détectables (et donc significatifs) dans les

temps de dégradation initiaux.

4.1.6.2. Chromatogrammes des extractibles du bois de Pin dégradé par P. placenta

Les extractibles de l'aubier de pin sont composés d’acides résiniques, acides gras a longues
libres chaines, de triglycérides, de stérols et de composés phénoliques. Le programme
d’élution des extractibles d’aubier de pin a été celui utilisé pour le hétre et a conduit au
chromatogramme ci-dessous (figure 87).
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Figure 87 :Chromatogramme des extractibles d’aubier de pin non dégradés

Deux fractions principales de composés ont été mises en évidence et globalement identifiées :
- la premiére située entre 5 et 30 minutes est constituée de composés phénoliques

- la seconde entre 55 et 75 minutes comprend des composés lipophiles dont I'acide abiétique a
67 minutes.

L’évolution des extractibles durant la dégradation est présentée dans les figures 88 a 90 avec

les extraits d’échantillons correspondants a certains témoins et aux blocs traités avec le

propiconazole.
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Time (min)

Figure 88 : chromatogrammes des échantillons témoins aprés 15 (a) et 30 (b) jours
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Figure 89 : chromatogrammes des échantillons traités avec le propiconazéh a 10

aprés 15 (a) et 30 (b) jours

On note en général, I'apparition de nouveaux composes avant et apres le naphtol qui sort lui &

63 minutes. L’apparition puis la diminution des pics voir disparition de pics des échantillons

témoins et traités avec du propiconazole &Mplaisse penser & de possibles conversions
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d’extraits durant cette dégradation. Dans les premiers jours de colonisation, un composé
majoritaire apparait a 67 minutes et disparait apres 30 jours de dégradation dans les

échantillons témoins. Les spectres UV de certains pics sont présentés figure 90.
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Figure 90 : spectres UV des produits de dégradation du bois de finPlacenta : pin a (a),
composé a 58 minut€b), pin b (c), pin ¢ (d)
Les composés apparus n'ont pas pu étre identifies, I'analyse par GC/MS s’avérerait ici

primordial, les maximums d’absorption indiquant des structures apparemment
caractéristiques.

Les extractibles des éprouvettes protégées avec le propiconazoléMapi€sentent un
chromatogramme trés différent de celui des extraits dégradés (figure 91).
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naphtol —

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75

Time (min)

Figure 91 : chromatogrammes des échantillons traités

avec le propiconazole a 0/ aprés 15 et 30 jours

Par contre, il n'est pas totalement identique a celui du témoin non dégradé a par certaines
zones dans lesquelles on retrouve les méme composés au vu de leur spectres UV et de leurs
temps de rétentions. Les extraits lipophiles autour du naphtol ont disparu alors que de
nouveaux composés sont apparus composés entre 30 et 40 minutes. La variation des
extractibles lipophiles d’échantillons protégés, laisse supposer d'éventuels phénomenes

d’oxydations des composés initiaux malgreé les faibles pertes de masse.

4.1.6.3.Evolution de quelques composés durant la dégradation du bois de Pin par P.
placenta

Les figures 92, 93 et 94 montrent I'évolution des quantités des composés Pin a, Pin b et Pin ¢

apparaissant durant la colonisation et dégradation du bois de pin par Poria placenta.
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Pour les composés Pin a et b (figures 92 et 93), I'évolution est similaire avec une
augmentation importante a 15 ou 20 jours des quantités détectées en cas de dégradation et un
niveau plutdt constant pour les éprouvettes correctement protégées. Ce comportement
permettrait donc d’utiliser Pin a et b comme marqueurs de la dégradation fongique, d’autant
plus que leurs signaux augmentent de maniere tres significative avant que la perte de masse
n'atteigne 3%.

L’analyse des dosages du composé Pin ¢ semble plus difficile étant donné que, quelque soit le
traitement subi, les échantillons montrent un accroissement puis une diminution du signal
correspondant, la différence portant sur la vitesse d’apparition du composé Pin ¢ qui est
d’autant plus rapide que I'éprouvette n’est pas protégée. Pin ¢ pourrait donc constituer un
marqueur de l'activité métabolique du champignon plutét qu’un critére fiable annoncant le

niveau de dégradation du matériau.

4.1.7. Conclusions

Dans cette premiere partie, I'objectif était d’identifier des molécules extractibles du
bois, caractéristique de sa dégradation par des champignons de pourritures, afin d'essayer de
mettre au point une méthode d’analyse rapide par HPLC des résultats de divers traitements de
préservation sur la durabilité du matériau bois. Il a donc été nécessaire de préciser les
conditions d‘échantillonnages des extraits, de séparation et détection par chromatographie
liquide a haute pression de composés détectables par spectroscopie UV et de s’assurer qu'il
existait bien une corrélation entre les dosages de ces marqueurs et la perte de masse
concomitante ou future des éprouvettes considérées.

L’objectif a été atteint dans le cas du bois de hétre dégrade parsicolor le dosage
de la catéchine permettant de différencier les éprouvettes de bois qui présenteront une perte de
masse importante de celles qui resteront préservées. La tentative de généralisation de ce
résultat a des pourritures brunes a été moins convaincante, mettant en lumiere la difficulté de
trouver un seul « marqueur universel » valable pour toutes les essences et toutes les souches
fongiques. L'acide syringique et un autre composé qu'il reste a identifier se sont montrés les
meilleurs marqueurs potentiels dans ces conditions.

Avec G. Robusta, les dosages d’extractibles disparaissant lors de la dégradation s’est
révélée peu efficace, I'apparition de composés inconnus mais néanmoins caractéristiques de

par leur absorbance en UV s’est avérée plus pertinente.
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Enfin, la corrélation entre les pertes de masses d’échantillons de Pin Sylvestre et la
guantité de certains produits de dégradation qu’il reste a caractériser, semble intéressante dans
I'optique de décrire des marqueurs de dégradation.

Ces résultats restent toutefois incomplets puisque I'étape ultime de validation de la
méthode d’évaluation proposée ici, c’est-a-dire la corrélation entre les dosages et les pertes de
masses apres 12 ou 16 semaines de dégradation, n’a pas encore été menée a bien.

La détermination structurale des composés inconnus pouvant jouer le réle de marqueur

constituerait également une suite logique et intéressante a ces travaux
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4.2. Comportement des polysaccharides du bois lors du traitement thermique

4.2.1. Introduction

La préservation d’essences peu durables implique généralement le recours a des
biocides a large spectre d’activité imprégnés au coeur du bois. De tels procédés sont de plus en
plus surveillés étant donné leur impact sur I'environnement, et leur usage pourrait bient6t étre
considérablement restreint. De plus, sous l'effet des pressions environnementales de plus en
plus importantes dans la plupart des pays européens, on observe un changement d’attitude
important quant a I'usage des biocides dans le domaine du traitement du bois, justifiant le
recours a de nouvelles alternatives. Parmi ces alternatives, le traitement thermique du bois par
pyrolyse douce a fait I'objet de nombreuses recherches. Plus durable, le bois traité
thermiquement devient eégalement plus stable dimensionnellement. Il voit en revanche sa
couleur modifiée prenant une teinte plus sombre et devient plus fragile mécaniquement. Bien
gue de nombreuses études aient été consacrées a la compréhension des phénomeénes impliqués
dans l'augmentation de la durabilité, il existe actuellement encore certaines interrogations. En
effet, pratiquement toutes les études réalisées sur des bois d’origine industrielle ne présentent
pas de données précises sur la conduite du traitement thermique ou, des paramétres essentiels
comme la perte de masse due au traitement est rarement dispbaiblanque d’'information
ed lié aux contraintes techniques rencontrées lors du traitement au cours duquel le bois ne peu
pas étre directement utilisé sec, impliquant l'utilisation de bois renfermant initialement une

certaine teneur en humidité, qui de surcroit peu varier d’'une essence a l'autre.

Des travaux précédents menés au laboratoire, ont montré une importante corrélation
entre lintensité du traitement et la durabilité du bois vis a vidrdenetes versicolor
champignon lignivore de la pourriture blanche utilisé comme modéle. Dans son travail de
these, Mohamed Hakkou a mis en évidence que le caractere hydrophobe du bois qui change
brutalement aux alentours de 160°C, ainsi que la génération d’extraits lors du traitement
pouvant jouer le réle de biocides avaient peu d’effet sur 'augmentation de la durabilité. En
revanche, les pertes de masse consécutives aux réactions de dégradation des constituants

macromoléculaires du bois étaient tres fortement corrélées a la durabilité (figure 96).
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Figure 96. Corrélation entre les pertes de masse dues au traitement thermjoetese(les
dues a l'action de Trametes versico{@/L) (Hakkou, 2006)

Sachant que ces pertes de masse sont fortement dépendantes des conditions
opératoires utilisées lors du traitement (figure 97, Pétrissans et al., 2007), et que quelques
dizaines de degrés de différence peuvent avoir des conséquences importantes sur les réactions
et la vitesse de dégradation du matériau, il nous a semblé primordial de reprendre ces résultats
en nous penchant sur I'évolution de la composition chimique des polysaccharides constitutifs

du bois rapportés pour étre les constituants les plus instables lors de ce type de traitements.

T 30,00 |
(%)

25,00 , .....................................................................

20,00 |

1 —0—T280T
15,00 |

I ——T270T
10,00

] —A—T260CT
5,00

—o—T240T

0,00

0 5 10 15 20 25 30 35 40

treatment time t (h)

Figure 97. Effet de la température de traitement sur les cinétiques de dégradation
du bois (Pétrissans et al., 2007)
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4.2.2. Analyse HPLC des monosaccharides constitutifs des polysaccharides du bois

Difféerentes études ont été réalisées sur I'évolution de la composition des polysaccharides du

bois suite au traitement thermique.

Boonstra et Tjeerdsma (2006) ont mis en évidence une diminution de la teneur en
hémicelluloses suite au procédé de traitement PLATO. Cette diminution est corrélée aux
conditions de traitement aux cours desquelles, la phase d’hydrothermolyse est réalisée a 165
ou 185°C, et la phase de durcissement finale réalisé a 180°C. Dans cette étude, seule les taux
globaux d’holocellulose, d’alpha cellulose et de lignine ont été déterminés.

Yildiz et al. (2006) rapportent une étude au cours de laquelle, la température de traitement
(130 a 200°C) et le temps de traitement (2 a 10 heures) ont été étudiés. Les résultats
également basés sur l'analyse des fractions d’holocellulose, de cellulose et de lignine
montrent une diminution importante de la fraction holocellulose, quand la température ou la
durée de traitement augmente. Dans le méme temps, le taux de lignine augmente jusqu’a
pratiguement 40%, alors que le taux de cellulose diminue légérement ou reste constant selon

les conditions utilisées.

La quantification et la caractérisation des unités osidiques simples constitutives des
polysaccharides ont fait I'objet de quelques études. Alén et al. (2002) rapportent un travail au
cours duquel, ils ont analysé par GC apreés silylation, la composition de la fraction soluble
obtenue apres hydrolyse acide, de différents échantillons de bois traités en présence de vapeur
d’eau, pour des durées de 2 a 8 heures et des températures de 180 a 225°C. Les résultats
obtenus montrent une augmentation du rapport glucose/ monosaccharides totaux, en fonction
du temps de traitement et de la température. Une autre étude realisée par Gosselink en 2004,
indique les mémes tendances sur des bois traités a 275°C pendant 15 min, et présentant des
pertes de masse de l'ordre de 13%. Dans ces conditions, I'analyse par chromatographie
gazeuse des sucres simples dérivés sous forme d’acétate, indique une forte diminution de tous
les oses simples a I'exception du glucose, qui voit sa quantité seulement légérement diminuer.
Repellin et Guyonnet (2005), tout comme Windeisen et al. (2007), rapportent quant a eux des
études dans lesquelles I'analyse des sucres simples a été réalisée soit par HPLC, soit par GC.
Cependant, les résultats présentés ne le sont que de maniere relative, montrant simplement
I'évolution de quelques sucres, sans toujours donner de résultats sur les quantités absolues de
tout les sucres présentes dans le bois, ni de les corréler a des pertes de masse lors du

traitement Les tendances observées restent toutefois les nigregaécédemment, avec une
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diminution de la quantité des différents oses constitutifs des hémicelluloses relativement au
glucose.

4.2.2.1. Mise au point des conditions d’hydrolyses
Avant d'analyser la nature des sucres des polysaccharides constitutifs du bois traité
thermiquement, nous nous sommes tout d’'abord intéressés a l'analyse des sucres présents
dans le bois de hétre non traité. Contrairement a de nombreux auteurs utilisant la méthode
Tappi standard T222-om-88, ou une variante de cette derniere impliquant I'utilisation d’un
autoclave a 120°C pour réaliser I'hydrolyse (Karr et al., 1991 ; Rowell et al., 2005 ; Irbe et al.,
2006), nous avons effectué I'hydrolyse dans un ballon équipé d’un réfrigérant placé dans bain
d’huile a 120°C. Différentes conditions d’hydrolyse ont été envisagées en adaptant la
méthode d’hydrolyse par 880, (72%) proposée par Karr et al. (1991). L’hydrolyse est
réalisée en deux étapes. Une premiére étape de pré-hydrolyse en présence d’acide sulfurique
concentré, suivie d'une seconde étape d’hydrolyse aprés dilution avec de I'eau distillée et
chauffée. Pour cette mise au point des conditions d’hydrolyse des polysaccharides, seuls le
glucose et le xylose qui représentent les deux principaux monosaccharides présents dans le

bois de hétre ont été dosés. Les résultas obtenus sont rapportés dans le tableau 13.

Tableau 13. Effet des conditions d’hydrolyse sur la détermination des taux de lignine de

glucose et de xylose du bois de hétre

Echantillon Conditions d'hydrolyse Lignine de Klason(%) Glucose(%ylose(%)

Hétre t.a.,1h /reflux, 1h 229+05 175+0,3 9,7+0,3
Hétre t.a., 1h / reflux, 2h 23,0+04 24,7+0,1 134+0,1
Hétre t.a., 1h / reflux, 3h 225+0,5 315+06 149+11
Hétre t.a., 1h / reflux, 4h 22,7+04 440+ 04 14,2+0,3
Cellulose t.a., 1h/ reflux, 2h - 555+0,4 -
Cellulose t.a., 1h / reflux, 3h - 74,8 +0,5 -
Cellulose t.a., 1h / reflux, 4h - 82,0x1,1 -
Cellulose t.a., 1h / reflux, 5h - 55,5+0,6 -

t.a. = température ambiante

D’apreés la littérature (Fengel et Wegener, 1984), la composition chimique du bois de hétre est

de 24% de lignine, 49 % de cellulose, 25% d’hémicelluloses et 2% d’extractibles. Ces
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pourcentages peuvent varier légérement en fonction des auteurs, des échantillons et des
meéthodes utilisées (Yilgor et al., 2001 ; Solar et al., 2007). La quantité globale de glucose
devrait donc se situer aux alentours 49% et celle du xylose, principal constituant des
glucuronoxylanes de feuillus, aux alentours de 20 %. Des teneurs en xylose de 15% a 18% ont
également été rapportées dans la littérature (Yilgor et al., 2001 ; Solar et al., 2007). Dans tous
les cas le rapport relatif de la quantité de xylose / quantité de glucose devrait étre voisin de
1/3.

L'analyse des résultats obtenus montre que dans tous les cas, le taux de lignine est
relativement constant et reproductible quelles que soient les conditions d’hydrolyse utilisées.
Ces derniéres influencent de fagcon importante les quantités de glucose et de xylose analysées.
Pour des temps d’hydrolyse croissants de 1 a 4 heures, on observe une augmentation de la
guantité de glucose qui atteint pratiquement les 49% théoriques. La quantité de xylose
augmente jusqu’a 3 heures pour atteindre pratiguement 15%, puis diminue légérement a partir
de 4 heures traduisant probablement une dégradation de ce dernier dans des conditions trop
dures d’hydrolyse. Aux vues de ces résultats, les conditions optimales d’hydrolyse de la sciure
du bois de hétre, correspondent a une pré-hydrolyse pendant 1 heure en présence d'acide
sulfurique concentré, suivi d'une hydrolyse en milieu dilué et chauffé pendant 4 heures. La
guantité de matiére manquante pour obtenir 100%, est attribuables aux autres sucres neutres et
acides uroniques non dosés, ainsi qu’a de possibles pertes dues a une hydrolyse incompléete ou

a la dégradation aisée des monosaccharides en milieu acides.

Des essais realisés dans les mémes conditions sur de la cellulose, indiquent également un
optimum pour le temps d’hydrolyse. En dessous de 4 heures, I'hydrolyse est incompléte alors

gue pour des temps supérieurs a 5 heures, on observe un début de dégradation du glucose.

4.2.2.2. Evolution des composants du bois de hétre durant la pyrolyse douce

Apres avoir mis au point les conditions expérimentales d’hydrolyse sur la sciure de hétre non
traité, nous avons entrepris I'analyse d’échantillons de bois traités thermiquement a
différentes températures. Pour cela, nous avons étendu notre gamme d’analyse aux principaux
hexoses (glucose, mannose, galactose, arabinose et rhamnose) et pentoses (xylose et
arabinose) potentiellement présents dans le bois. Du fait des conditions d’analyses utilisées
(colonne aminée), les acides uroniques n’ont pas été analysés. Les figures 98 et 99 décrivent

I'allure des chromatogrammes obtenus apres optimisation des conditions d’analyse.
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Figure 99 : Chromatogramme montrant la séparation des différents monosaccharides apres
hydrolyse d’'un échantillon de hétre traité a 240°C pendant 8 heures. Discovery 1 Q50H

mm x 4.6 mm i.d,), 30°C, acétonitrile / eau / méthanol (78/20/2) v/v, 1.5 mt.min

La séparation des difféerents monosaccharides est d’'une maniére générale assez bonne, a
I'exception du glucose et du mannose dont les signaux sont difficiles a séparer. Le mannose
reste toutefois un sucre trés minoritaire, et I'intégration globale du signal a été assimilée a la
guantité de glucose. Dans certains cas, il est également possible de détecter des quantités plus

ou moins importantes de cellobiose, qui apparait pour des temps de rétention supérieurs a
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ceux des monosaccharides. La quantité dosée est rajoutée a la quantité de glucose dosée
directement. La composition chimique de différents échantillons de hétre traités a 240°C

pendant des durées plus ou moins importantes, est rapportée dans le tableau 14.

Tableau 14 : Composition chimique des échantillons de hétre traités a 240°C

Temps de traitement (heures) 0 0,75 1,5 5 17,5 30 >30
Pertes de masses(%) 0 6,4 9,7 149 20,3 24,8 30,7
Lignine de Klason (%) 234 258 294 35 37,7 40,9 42,1
Holocellulose (%) 766 742 706 65 623 59,1 579
Glucose (%z) 47,3 46,9 46,1 448 40 38 37,6
Xylose(%) 16,2 145 11,2 10,6 1,3 0 0
Galactose (%) 27 24 19 1,2 0,3 0 0
Rhamnose(%) 1 0,6 0,2 0 0 0 0
Arabinose(%) 1,2 0,7 0,3 0 0 0 0

> des monosaccharides (%) 68,4 651 59,7 56,6 41,6 38 37,6

Monosaccharides / Holocellulo 0,89 0,88 0,84 0,86 0,67 0,64 0,65

! obtenu par différence avec le taux de lignine de Klason

2 quantité de glucose est légérement surestimée du fait de la présence de mannose

Au cours du traitement thermique, on observe une diminution du taux d’holocellulose
présente dans le bois. Parallelement, la teneur en lignine de Klason augmente progressivement
pour atteindre dans les conditions les plus dures, des valeurs supérieures a 40%. Dans tous les
cas, ces variations sont directement liees a la sévérité des conditions de traitement utilisées.
Ces observations rejoignent ce qui est habituellement décrit dans la littérature pour des
gammes de température comprises entre 180°C et 250°C, dans lesquelles les réactions de
dégradation survenant lors du traitement thermique, sont principalement attribuées a la
dégradation des hémicelluloses moins stables que la cellulose et la lignine (Kotilainen 2000,
2001 ; Alén et al., 2002 ; Thermo Wood Handbook 2003 ; Boonstra et al., 2006 ; Yildiz et al.,
2006). On observe une corrélation assez bonne entre les pertes de masses des échantillons et
le taux global d’holocellulose mesuré (figure 100).
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Figure 100 Evolution des pertes de masses d’holocellulose en fonction des pertes de masses

des échantillons durant le traitement thermique a 240°C
Ces résultats traduisent la plus grande instabilité de la fraction polysaccharidiqgue du bois,
comparativement a la lignine et corroborent les résultats rapportés par Alén et al. (2002).

L’évolution des proportions relatives des differents monosaccharides en fonction des

conditions de traitement est rapportée dans la figure 101.

100

60}

Pourcentages des
polysaccharides (%)

] G2 9.7 149 205 248 307
Pertes de masses des échantillons(%)

O Glucose + Mannose (%) @ Xylose (9% O Autres polyoses(96)

Figure 101 Evolution des proportions relative de monosaccharides

au cours du traitement thermique

126



Résultats et discussion

Les résultats sont similaires a ceux rapportés:jegellin et Guyonnet (2005) et Windeisen et

al. (2007) qui décrivent I'évolution des unités osidiques obtenues apres hydrolyse acide de
facon relative, sans préciser I'évolution de la quantité absolue de ces constituants. Le
traitement thermique conduit a une disparition du xylose et autres monosaccharides
constitutifs des hémicelluloses au bénéfice du glucose, qui devient le seul sucre détectable du
fait de la plus grande stabilité de la cellulose. Cependant, ces résultats basés sur des
comparaisons relatives entre les difféerentes unités osidiques doivent étre interprétés avec
précautions. En effet, méme si le glucose devient le seul sucre détectable aprés traitement
thermique, traduisant sans contestation possible la plus grande stabilité de la cellulose par
rapport aux hémicelluloses, ce type de présentation des résultats ne permet pas de conclure
guant a la stabilité réelle de la cellulose lors du traitement thermique. Une analyse plus fine de
I'évolution des monosaccharides en fonction du temps, indigue la quantité de chacun de ces
derniers diminue suite au traitement thermique (figure 102).

Pourcentage dans le bois

—— Glucose —&— Xylose —X— Galactose —+— Rhamnose —e— Arabinose

Figure 102 : Evolution du pourcentage des différents monosaccharides
en fonction du temps de traitement

Bienqu'il soit généralement décrit et admis que les hémicelluloses soient les constituants les
plus sensibles lors du traitement thermique, il apparait clairement aux vues des courbes
précédentes que le taux de cellulose diminue également en fonction du temps de traitement.

En effet, méme si la diminution des taux de xylose, galactose, arabinose et rhamnose,
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principaux constituants des hémicelluloses, semble plus rapide que celle du glucose, la
diminution du taux de glucose tout au long du traitement thermique, indique une dégradation
progressive de la cellulose dans les conditions opératoires utilisées, méme si cette derniére
peut étre Iégérement minimisée due a la présence du mannose sous le pic du glucose. Pour
une température de 240°C, il apparait donc clairement que le temps de traitement joue un réle
beaucoup plus important que prévu sur les propriétés du matériau. Cette dégradation, plus
lente que celle des hémicelluloses, est attribuable a la dégradation de la cellulose amorphe,
alors que la cellulose cristalline moins réactive que la précédente, serait plus stable dans ces
conditions. Ces résultats peuvent expliquer I'augmentation du taux de cristallinité de la
cellulose geénéralement observé suite au traitement thermique (Tjeerdsma et al., 1998 ;
Wikberg et Maunu 2004 ; Hakkou et al., 2005). L’évolution du rapport Monosaccharides
totaux / Holocellulose, indiqgue qu’une partie de la quantité d’holocellulose estimée dans le
bois d’apres le taux de lignine de Klason, correspond a des produits de dégradation formés
lors du traitement thermique. En effet, ce rapport égal en théorie a 1, est de 0,89 dans le cas du
hétre non traité. Si 'on considere le fait que notre dosage ne tient pas compte des acides
uronigues non doseés et des motifs acétyle présents sur les chaines de xylanes, cette valeur est
relativement satisfaisante. Le rapport Monosaccharides totaux / Holocellulose diminue
progressivement au cours du traitement thermique pour atteindre une valeur de 0,64 apres 30
heures de traitement. Ces résultats indiquent une dégradation importante du matériau au dela
de la seule dégradation des hémicelluloses, méme si la perte de masse de 25 % observée peut
correspondre a la quantité d‘hémicelluloses présentes initialement dans le bois. De la méme
maniére, les taux de lignine de Klason mesurés confirment la présence de produits de
dégradation ou de recombinaison (réticulation ou polymérisation) dans le bois. En effet, si
'on considére que les pertes de masse sont essentiellement dues a la dégradation des
hémicelluloses, le taux de lignine de Klason ne devrait pas excéder 33% (1/3 de lignine pour
2/3 de cellulose). Les taux de lignine supérieurs a 40% mesurés lors de nos essais, ou
rapportés dans certains travaux de la littérature indiquent sans ambiguité la formation de
produits de dégradation dans le bois et montrent que cette dégradation des hémicelluloses en
sous produits volatils, ne sont pas les seules réactions a prendre en compte lors du traitement

thermique du bois par pyrolyse douce.
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La figure 103 permet de comparer la composition chimique d’échantillons de hétre traités a

240 ou 250°C durant une méme durée de 5 heures ou pour une méme perte de masse de 25%.
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Figure 103 : Comparaison de la composition chimique du bois de hétre traité a 240 ou 250°C
durant une méme durée de 5 heures ou pour une méme perte de masse de 25%

Pour une durée de traitement identique, les pertes de masse sont considérablement plus
élevées a 250°C qu’a 240°C. Le taux de lignine du bois traités a 250°C augmente de 2,5% par
rapport a la valeur trouvée a 240°C. La quantité de monosaccharides totaux diminue, et cette
baisse est valable pour tout les sucres présents dans le bois.

Pour des pertes de masse équivalentes obtenues pour des temps de traitement différents a 240

ou 250°C, on observe une augmentation importante du taux de lignine pour le traitement
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réalisé pendant 30 heures a 240°C. Dans le méme temps, on observe une dégradation
importante des différents monosaccharides. Le rapport Monosaccharides totaux /
Holocellulose proche de 1 dans les échantillons témoins, diminu avec un traitement réalisé a
250°C pendant 5 heures. Mais, cette diminution s’éffectue de maniére plus intense avec le
traitement réalisé a 240°C pendant 30 heures, indiquant une carbonisation importante du bois
et ceci, méme si la perte de masse de I'échantillon est identique et €gale a 25%. Il apparait
donc que la perte de masse d’'un échantillon soit un parametre a utliser avec précaution en
raison des différences de composition chimique pouvant exister entre deux échantillons pour

une méme perte de masse.

Le méme type d’observations peuvent étre faites dans le cas d’échantillons traités a 240 et

250°C pour des pertes de masse de 20% (figure 104).
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Figure 104 : Comparaison de la composition chimique du bois de hétre traité a 240 ou 250°C

pour une méme perte de masse de 20 %

L'utilisation de temps de traitement plus long pour une température moins importante, conduit
également a un taux de lignine de Klason plus important associé a une dégradation plus
marquée des polysaccharides. Le rapport Monosaccharides totaux / Holocellulose est

egalement plus faible traduisant a nouveau la carbonisation du bois.

4.2.2.3. Mise en évidence des produits de dégradation par RMN

L'analyse par RMN du solide de la composition chimique du bois traité
thermiquement, a fait I'objet de nombreux travaux (Tjeerdsma et al., 1998 ; Sivonen et al.,
2002 ; Wikberg et Maunu 2004 ; Hakkou et al., 2005). Les résultats de ces différentes études
mettent en évidence une forte dégradation des hémicelluloses, et des réactions de
thermocondensation ou thermoréticulation des lignines, alors que la cellulose ne serait que
faiblement affectée. Ces résultats sont corroborés par I'analyse des composés volatils émis
lors du traitement indiquant la présence d’acide acétique, de méthanol, de furfural, de 5-
methylfurfural et de différents aldéhydes aliphatiques traduisant une dégradation importante
des hémicelluloses.

Etant donné, les écarts observés entre les taux de monosaccharides réellement mesurés
et ceux estimés d’'apres les taux d’holocellulose estimés a partir de la mesure de la lignine de
Klason, il nous a semblé intéressant de reprendre des études RMN sur la fraction
d’holocellulose avant et apres traitement thermique. Pour cela, nous avons travaillé sur de la
sciure de hétre, a partir de laquelle nous avons séparé la fraction lignine et la fraction
holocellulose, en utilisant respectivement une méthode d’hydrolyse des polysaccharides a
l'aide d’acide sulfurique a 72%, ou la méthode d’oxydation de la lignine a I'aide du chlorite
de sodium. Chacune de ces fractions a été traitée thermiquement sous azote, dans des
conditions similaires aux conditions précédentes puis analysées par RMN du solide. Les
résultats obtenus sont rapportés dans les figures 105, 107 et 109.
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b)
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Figure 105 : Spectres RMNC CP/MAS de la sciure de hétre
a) témoin. b) traitée a 240°C pendant 21 heures., perte de masse = 23.6%

La sciure de hétre témoin, présente les signaux classiquement observeés caractéristiques

des principaux constituants du bois.

La cellulose apparait dans la région comprise entre 60 et 105 ppm. Les carbones C2,
C3 et C5 de la cellulose apparaissent entre 72 et 75 ppm. Le carbone hémiacétalique C1
présente un signal a 105 ppm. Les signaux a 89 et 84 ppm sont caractéristiques du C4 de la

cellulose cristalline et amorphe, respectivement, alors que les signaux a 65 et 62 ppm sont

caractéristiques du C6 de la cellulose cristalline et amorphe.

6

Figure 106 : Numérotation des différents carbones de la cellulose
Les signaux correspondant aux hémicelluloses sont moins visible du fait de leur

recouvrement avec ceux de la cellulose largement plus majoritaire dans le bois. On peut

toutefois observer un épaulement a 101 ppm, correspondant aux carbones hémiacétaliques des
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hémicelluloses et des signaux a 20 et 173 ppm, caractéristiques des groupements acétyle
présents sur les glucuronoxylanes.

La lignine apparait sous la forme de différents signaux assez larges, et peu intenses
entre 120 et 160 ppm pour les différents carbones aromatiques, et d’un pic fin assez intense a
56 ppm correspondant aux groupements méthoxyle. Les signaux des carbones aliphatiques
des unités phénylpropane, sont difficiles a détecter du fait de leur superposition avec ceux des

polysaccharides.

Aprées traitement thermique, on observe les modifications généralement rapportées
dans la littérature. Les signaux des groupements acétyle et I'épaulement a 101 ppm
disparaissent, traduisant la dégradation des hémicelluloses. De nouveaux signaux apparaissent
dans la zone des carbones aromatiques, et a 35 ppm traduisant les réactions de thermo-
réticulation des lignines. L'apparition du signal a 35 ppm, est attribuée a la formation de pont
méthylene entre les unités aromatiques de la lignine.

La figure 107 présente l'aspect de la fraction holocellulosique avant et aprés traitement

thermique.

b)

ppm 200 175 150 125 100 75 50 25 0

Figure 107 : Spectres RMNC CP/MAS de la fraction holocellulose de la sciure de hétre
a) témoin. b) traitée a 240°C pendant 21 heures., perte de masse = 41%
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Avant traitement thermique, on observe les signaux caractéristiques de la cellulose et des
hémicelluloses. Les signaux correspondant a lignine, sont totalement absents du spectre de
I'échantillon témoin d’holocellulose, indiquant I'efficacité de la méthode de délignification.
Apres traitement thermique, on observe comme précédemment une diminution des signaux
caractéristiques des groupements acétyle des xylanes, ainsi que du signal a 101 ppm
caractéristique du carbone hémiacétalique des monosaccharides constitutifs des
hémicelluloses. De facon surprenante, le signal a 35 ppm et ceux apparaissant dans la zone
des aromatiques attribués jusqu’alors aux réactions de thermo-réticulation des lignines, sont
présents dans le spectre de la fraction holocellulose traitée thermiquement. Ces résultats
indiquent clairement que des produits de carbonisation se forment dans les conditions de
pyrolyse douces utilisées pour traiter le bois thermiquement. Ces nouveaux signaux sont
similaires a ceux rapportés par Zawadski et Wisniewski (2002) lors du traitement thermique
de la cellulose dans des gammes de températures de 300 a 600°C. Dans les premiers stades de
la pyrolyse, ces auteurs rapportent I'apparition de signaux similaires & ceux observés dans
notre étude attribués a la formation de carbones aliphatiques, vinyliques et aromatiques. Dans
ces conditions, la cellulose subit des réactions de dépolymérisation par transglycosylation,
pour conduire apres différentes réactions de déshydratation, a des anhydromonosaccharides

dont le levoglucosane et la levoglucosenone (figure 108).

OH

o o)
(0] O\ (@) O,
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Levoglucosan  Levoglucosenone

Figure 108 : Dépolymérisation de la cellulose et formation du levoglucosane
Ces produits sont ensuite impligués dans des réactions de polymérisation ultérieure
conduisant a des produits de carbonisation. A ces produits peuvent s’ajouter les produits de
dégradation des hémicelluloses comme le furfural. Ces résultats permettent d’expliquer les
taux de lignine de Klason trés élevés obtenus dans le cas des échantillons de bois traités
thermiquement, et les valeurs faibles du rapport Monosaccharides totaux / Holocellulose

mesurées.
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La figure 109 présente les spectres RMN de la fraction lignine avant et aprés traitement

thermique.

b)
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ppm 200 175 150 125 100 75 50 25 0

Figure 109 : Spectres RMNC CP/MAS de la fraction lignine de la sciure de hétre

a) témoin. b) traitée a 240°C pendant 21 heures., perte de masse = 17,7%

Le spectre de la fraction lignine avant traitement thermique, présente les signaux
caractéristiques de la lignine. Les signaux des différents carbones aromatiques apparaissent
entre 160 et 105 ppm. Les carbones aliphatiques des chaines propane des unités
phénylpropane apparaissent entre 15 et 75 ppm, sous forme de différents signaux. Les
groupements méthoxyle apparaissent quant a eux a 56 ppm. Apres traitement thermique, on
observe la disparition du signal & 75 ppm, attribuable a la présence de carbohydrates résiduels
lies a la lignine. Les signaux propres a la lignine sont trés peu modifiés indiquant sa plus

grande stabilité comparativement a la fraction d’holocellulose.

Les différents résultats obtenus par RMN corroborent les résultats précédemment
obtenus au laboratoire par des analyses XPS (X ray photo électron spectroscopy) (Nguila et
al. 2006). En effet, ces analyses XPS ont montré une diminution importante du rapport O/C
durant la pyrolyse douce du bois de hétre, inexplicable par la seule dégradation des
hémicelluloses en produits volatils. La formation de produits de carbonisation malgré les
températures relativement basses utilisées lors de la pyrolyse douce du bois, est donc

nécessaire pour expliquer I'évolution de la composition chimique du bois et du rapport O/C.
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4.2.2.4. Evolution de I'acidité du bois durant la pyrolyse douce

L’analyse HPLC de la composition des monosaccharides du bois en fonction du
temps, a permis de mettre en évidence deux phases distinctes au cours du traitement

thermique :

- dans un premier temps, on observe une dégradation rapide des hémicelluloses
caractérisée par une diminution importante des taux des différents monosaccharides autres
gue le glucose allant jusqu’a la disparition totale de ces derniers. Pendant cette premiere
phase, on observe une augmentation importante de la perte de masse totale de I'échantillon

corrélée a la formation de nombreux produits de dégradation volatils.

- dans un deuxieme temps, I'évolution de la perte de masse de I'échantillon est
beaucoup moins prononcée, mais continue tout de méme a augmenter progressivement.
Durant cette phase, on observe une diminution de la quantité de glucose dosée en fonction du
temps associée a la formation de produits de carbonisation dans le bois.

Durant ces deux phases, les propriétés macroscopiques du matériau vont subir des
modifications importantes. La premiére phase, pendant laquelle, on observe une dégradation
progressive des hémicelluloses, contribuant & 'augmentation de la durabilité du bois vis a vis
des agents de pourritures, alors que la seconde phase pendant laquelle les principales
modifications du matériau sont liées a la carbonisation du bois, vont avoir des effets néfastes

en particulier vis a vis de ses propriétés mécaniques.

Une des caractéristiques des hémicelluloses est de posséder en plus des unités
osidiques neutres telles que le xylose, le mannose, I'arabinose ou le galactose, des résidus
d’acides uroniques tels que l'acide 4-O-methylétherglucuronique. La dégradation des
hémicelluloses doit de ce fait, induire une diminution du taux d’acidité du bois due a la perte
de ces unités acides. L'analyse des unités acides uroniques des hémicelluloses peut également
étre réalisée par HPLC, mais nécessite l'utilisation de colonnes différentes relativement
onéreuses. C’est pourquoi, nous avons envisagé une méthode de dosage par pH-métrie basée
sur la titration des fonctions acide carboxylique a la soude. Si I'on considere que la majeure
partie des fonctions acide carboxylique du bois sont présentes sur les hémicelluloses, cette
méthode devrait permettre de donner assez simplement une idée sur le niveau de dégradation

de hémicelluloses. Parallelement a la titration de I'acidité présente sur le bois, nous avons
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également déterminé les taux des différents sucres neutres, et les taux d’holocellulose et de

lignine de Klason. Les résultats sont rapportés dans le tableau 15.

Tableau 15 : Composition chimique et acidité des échantillons de hétre traités a 250°C

Temps de traitement - - 30min  1h 5h 7h 15h
(heures)

Pertes de masses(%) 0 0 20,3 21,6 24,7 25,7 27,9
Lignine de Klason (%) 23 22,3 30,7 32,6 37,6 386 46,1
Holocellulose(%) 77 77,6 69,2 67,3 62,3 61,3 539
Glucose + mannose (%) 47,5 49,0 45,1 44,7 41,7 39,3 32,6
Xylose (%) 151 15 11,6 9,9 3,7 0,4 0
Galactose(%) 2,2 2,8 1,7 1,2 1,1 0 0
Rhamnose(%) 1,4 1,1 0,9 0,8 0,1 0 0
Arabinose(%) 1,1 0 0,8 0,4 0,2 0 0
Monosaccharides non 19,8 18,9 15 12,3 51 0,4 0

cellulosiques (%)
?g/o‘J)”Osaccha”des olaux 673 679 601 57 468 39,7 32,6
Volume de NaOH (ml3 10,90 10,67° 9,90 9,71 9,36 9,13 9,08

Acidité (méq./g de bois) 0,054 0,0448 0,014 0,0064 0 0 0

4volume de NaOH 0,01N pour neutraliser 1ml de HCI 0,1N dans 25 mL d’eau distillée = 9,55 mL

P sciure préalablement lavée & I'eau au soxhlet avant titration

Les mesures réalisées sur la sciure témoin préalablement extraite ou non a I'eau, montrent
gu’une bonne partie de I'acidité mesurée est liée a des sites acides greffés sur le bois et non pas a
des composés solubles dans l'eau. Le volume de soude nécessaire au titrage, diminue
graduellement avec la sévérité du traitement et 'augmentation des pertes de masses, indiquant
gue la sciure devient progressivement moins acide. Des résultats similaires ont été décrits
(Yilgor et al.2001; Kamdem et al. 2002). Apres 7 heures de traitement, on observe une
disparition totale des monosaccharides constitutifs des hémicelluloses, correspondant a un
taux d’acidité minimum qui ne varie pratiquement plus par la suite. Pendant les 7 premiéres
heures du traitement, on observe par contre une diminution progressive du taux d’acidité

corrélée a la diminution des hémicelluloses (figure 110).
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Figure 110 Corrélations entre la dégradation des hémicelluloses et I'indice d’acidité

du bois de hétre

La mesure du taux d’acidité du bois, semble étre une mesure pertinente pour estimer le
niveau de dégradation des hémicelluloses comparativement a la perte de masse du bois. Cette
corrélation semble étre liée, aux relations étroites existant entre I'acidité du bois et les motifs
acides uroniques présents dans les hémicelluloses. La corrélation avec la perte de masse est
moins bonne, du fait de la diversité des réactions de dégradations intervenant lors du traitement
thermique, impliquant pas seulement les hémicelluloses mais aussi la cellulose, comme les
réactions de carbonisation mises en évidence précédemment. A partir de 5 heures, le volume de
soude nécessaire pour neutraliser I'acidité du bois, est inférieur & la quantité nécessaire pour
neutraliser l'acide chlorhydrique utilisé pour effectuer le dosage en retour. Ces résultats
indiquent clairement que le bois traité dans des conditions dures, acquiert un caractére basique
apres traitement thermique.

Dans le but de généraliser ces résultats, les expériences précédentes ont été reproduites sur du

pin sylvestre. Les résultats obtenus sont rapportés dans le tableau 16.
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Tableau 16 : Composition chimique et acidité des échantillons de pin traités a 250°C

Temps de traitement - - 0,5 1 5 7 15
(heures)

Pertes de masses(%) O 0 17,6 19,1 224 25,7 27
Lignine de Klason (%) 27,12 26,94 29,53 30,6 35,3237,31 43,23
Holocellulose(%) 72,88 73,06 70,47 69,4 64,6862,69 56,77
Glucose (%) 42,5 43,01 42,44 42,03 40,3639,17 38
Mannose (%) 9,82 9,23 8,73 7,56 4,9 3,43 1,66
Xylose(%) 5,26 5,54 3,29 1,56 0,21 0 0
Galactose(%) 3,47 3,1 2,8 2,09 1,32 0 0
Rhamnose(%) 1,68 0,61 0,26 0,24 0 0 0
Arabinose(%) 0,48 0,58 0,22 0,18 0 0 0

Monosaccharides non
cellulosiques (%)
Monosaccharides
totaux (%)

Volume de NaOH
(mL)?

Acidité (méq./g de
bois)

20,71 19,06 15,3 11,63 6,43 3,43 1,66
63,21 62,07 57,74 53,66 46,7942,6 39,66
11,6 11,09 10,98 10,58 10,21 10,03 10,00

0,082 0,0592 0,0572 0,0412 0,02640192 0,018

&volume de NaOH 0,01N pour neutraliser 1ml de HCI 0,1N dans 25 ml d’eau distillée =
9,55mL
P sciure préalablement lavée a I'eau au soxhlet avant titration

Dans le cas des bois de résineux, les hémicelluloses sont principalement constituées de
galactoglucomannanes (20 a 25%) et d’arabinoglucuronoxylanes (5 a 10%). La quantité de
mannose, est donc beaucoup plus importante que dans le cas du bois de hétre permettant de
doser ces derniéres. L'acidité du bois de pin est supérieure a celle du hétre, ce qui correspond
a ce qui est généralement rapporté dans la littérature (Rowell et al. 2005). Les titrations
réalisées sur la sciure lavée ou non a l'eau, indiguent a nouveau qu’'une bonne partie de
l'acidité est due a des fonctions acides liés au bois. De la méme maniére que précédemment,
I'acidité du bois diminue avec l'intensité du traitement thermique. Cependant, contrairement
au cas du hétre, la valeur d’acidité finale reste lIégerement supérieure a zéro. Cette différence

de comportement, peut probablement s’expliquer par la présence d’autres composeés possédant
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des fonctions acides carboxyliques, comme les acides résiniques présents dans les bois de
résineux. L’évolution des taux de monosaccharides non cellulosiques, et de l'acidité du bois

sont présentés dans la figure 111.

70

temps (h)

—@— Perte de masse (%)

= X = Acidité x 1000 (méqg/g)

—L0— Xylose (%)

—aA— Monosaccharides non cellulosiques (%)

Figure 111 Corrélations entre la dégradation des hémicelluloses et I'indice d’acidité

du bois de pin

Les mémes conclusions que celles formulées a partir des résultats obtenus dans le cas du hétre
peuvent étre faites. On observe une bonne corrélation entre la diminution du taux d’acidité du
bois, et la disparition des différents monosaccharides constitutifs des hémicelluloses. Pendant
les premiéres heures de traitement, on observe une diminution du taux d'acidité du bois
associée a un forte diminution des taux des différents monosaccharides non cellulosiques.
Apres 7 heures de traitement, les hémicelluloses sont pratiquement totalement dégradées,
alors que l'acidité du bois tend a se stabiliser.

La mesure du taux d'acidité du bois constitue donc une méthode indirecte intéressante,
permettant d’évaluer la dégradation des hémicelluloses. La facilité de mise en ceuvre de cette

mesure, et le col(t relativement faible des équipements qu’elle implique, constitue
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incontestablement un point fort de cette technique. Il serait toutefois nécessaire d’affiner ces

résultats en effectuant des expérimentations supplémentaires.
4.2.3. Conclusions

De nombreux travaux ont déja été effectués sur les changements chimiques intervenant durant
la pyrolyse douce du bois de feuillus (Thermo Wood Handbook 2003 ; Wikberg et Maunu
2004).

Geénéralement, les changements physiques intervenant durant le traitement thermique du bois
sont la diminution de la variation dimensionnelle et le gonflement, une augmentation de la
durabilité vis a vis des champignons et une diminution des propriétés meécaniques. Les
modifications chimiques attribuées au traitement thermique du bois a haute température, sont
la diminution de la quantité des polysaccharides amorphes, la condensation et la
déméthoxylation de la lignine.

La dégradation des hémicelluloses en composés volatiles, et la thermo réticulation de la
lignine font partie de grandes modifications habituellement décrites a nos températures
d’étude (240°C et 250°C). Les travaux que je viens de présenter dans cette partie de notre
étude, ont clairement permis de démontrer la formation de matiere carbonée dans la structure
du bois de hétre traité & 240°C dur@tt heures. Les spectres RME de la fraction
d’holocellulose traité thermiquement, montre I'apparition de nouveaux signaux dans les zones
de 35 ppm et 125 a 135 ppm dues a la formation de charbon, ou de précurseurs de formation
du charbonCes apparitions de signaux dans la fraction d’hololosle traité thermiquement,
s’opposent a ce qui est habituellement décrit dans la littérature a savoir que, les signaux
apparaissant dans ces zones apres traitement thermique sont dues respectivement a la
formation de ponts méthylénes et a la thermo réticulation de la lignine.

La détermination de la quantité de lignine de Klassinles dosages HPLC des différents
monosaccharides contenus dans I'hydrolysat acide, viennent appuyer les analysé€ RMN
des échantillons traités thermiquement. Ces différentes proportions (monosaccharides et
lignine de Klason) indiquent que I'évolution de la composition chimique du bois traité
thermiqguement, ne peut s’expliquer par la seule dégradation des hémicelluloses en composés
volatiles, mais par un début de formation simultanée de charbon. Sur la base de ces résultats
et de ceux obtenus précédemment par Nguila et al. (2006), on peut dire que la formation de
charbon, ou de précurseurs entrant dans la formation de charbon comme le levoglucosane et le

[évomannosane commence a des températures comprises entre 200°C et 240 °C. En
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conclusion de ce travail, nous dirons que méme si la formation de charbon durant la pyrolyse
du bois a hautes températures de 300°C a 450 °C a fait I'ceuvre de nhombreuses études, cette
formation durant le traitement thermique par pyrolyse ménagée n’est pas clairement
démontrée. Les modifications apparaissant sur les signaux'®yiNues & la formation de
charbon, sont habituellement interprétées comme dues a la thermo réticulation de la lignine.
Ces affirmations doivent maintenant étre reconsidérées aux vues de ces résultats. Aussi, la
matiere carbonée formeée durant cette pyrolyse ménagere pourrait étre a l'origine de

nombreuses et nouvelles propriétés de ce matériau comme sa durabilité.
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5. Conclusions et perspectives

Les objectifs de ce travail étaient de mettre en évidence des marqueurs chimiques
susceptibles de permettre le contrdle de la qualité d’éprouvettes de bois soumises a différents
agents de dégradation. Dans ce contexte trés vaste, nous nous sommes intéressé a deux voies
de recherche.

La premiere concernait la caractérisation de la nature des extractibles présents dans
différentes essences non durables dans le but de suivre I'évolution de ces derniéres au cours
de la colonisation et de la dégradation du bois par différentes pourritures avec comme objectif
final la mise au point d'une méthode de détection précoce de la dégradation du bois.

La seconde concernait, I'étude de la composition chimique de la fraction
polysaccharidique du bois traité thermiquement dans le but de mettre en évidence I'effet de

ces modifications sur les propriétés du matériau.

Dans les deux cas, une partie importante du travail a consisté en la mise au point des
conditions d’analyses les mieux adaptées en fonction des problemes rencontrés. Ces mises au
point ont impliqué un important travail analytique pour déterminer les meilleures conditions
de séparation et d’analyse, mais aussi une grande minutie dans la préparation des échantillons
de facon a obtenir des résultats reproductibles.

Il a ainsi été montré que les conditions de séchage utilisées pour préparer les
échantillons avaient un effet primordial sur la nature des extractibles analysées par HPLC.
Ainsi, un séchage a 103°C comme cela est préconisé dans la norme EN113 destinée a tester
I'efficacité des propriétés de nouveaux biocides, s’est avéré inadapté pour notre étude du fait
de nombreuses réactions de dégradation et de transformation et des extraits conduisant a des
chromatogrammes tres différents de ceux obtenus pour des extractibles natifs. Méme si ce
phénomene de dégradation des extractibles est un phénomene connu et que certaines normes,
comme la norme EN 350-1. destinée a évaluer la durabilité naturelle de différentes essences
sont réalisées sur des éprouvettes non séchées, la difficulté que nous avons rencontré consiste
a obtenir un chromatogramme de référence sans dégradation pour suivre I'évolution ultérieure
lors de la mise en contact avec le champignon. L'autre difficulté consiste a pouvoir identifier
les produits présents dans les différentes essences étudiées. Nous avons ainsi travaillé sur trois
bois différents, du hétre et du pin qui sont deux essences européennes peu durables tres
fréguemment utilisées dans les essais biologiques en relation avec la préservation du bois et le

chéne soyeux, une essence tropicale présentant également une faible durabilité. En fonction
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du type d’essences utilisées, différents agents de pourriture ont été envisageés et I'analyse de la
composition chimique des extractibles déterminée en fonction du tdrepsextractibles
conenus dans ces bois non durables, sont dégradés de manieére plus ou moins rapide.
L’exposition a des agents de pourriture blanche provoque une diminution de la quantité des
substances extractibles présentes dans I'extrait acétonique, tandis que les pourritures brunes,
entrainent plutdét une augmentation de la quantité de ces derniéres pouvant aller jusqu'a 250%
aprés 30 jours dincubation dans le cas des échantillons de hétre. L'identification de la
catéchine dans le cas du bois de hétre a permis de mettre en évidence que ce flavonoide était
rapidement dégradé en présenceTderersicolorprobablement du fait de mécanismes de
détoxification utilisés par le champignon pour coloniser et dégrader le bois (Lekounougou et
al., 2007). D’autres extraits comme les alkenyl ou alkyl résorcinols identifiés dans le cas du
chéne soyeux sont moins succeptibles a la présence du champignon et subsistent dans le bois
alors que la matiére ligneuse subit des pertes de masse, relativement conséquentes. Cette
différence de comportement, peut étre liée a leur présence en grande quantité et a une moindre
toxicité de ces extractibles qui ne serraient plus détoxifiés par le champignon
comparativement a la catéchine. En présence de biocides comme le Propiconazole ou I'lPBC,
la dégradation de la catéchine est ralentie voir inhibée montrant que cette derniére peut étre
utilisée comme marqueur précoce de la dégradation fongique du bois de hétre, lors de la
dégradation précoce par versicolor
Les variations de certains composés restent encore mal comprises et ne permettent pas de les
utiliser comme marqueurs précoces de la dégradation fongique du bois

Les résultats obtenus lors de I'analyse concernant I'évolution des polysaccharides suite
au traitement thermique, sont globalement en accord avec ce qui est rapporté dans la
littérature, concernant la diminution de la quantité des hémicelluloses et les réactions
d’autocondensation des lignines. Toutefois, méme si ces tendances générales, semblent
respectées, nos résultats mettent en évidence un phénomeéne plus ou moins important de
carbonisation dans nos conditions de traitement réalisé a 240°C remettant en cause certaines
interprétations réalisées jusqu'a présefapparition par RMN & de pics a 35 ppm et dans
la zone allant de 125 et 135 ppm, jusqu'a présent attribués a la formation de ponts méthylene
entre les unités phénoliques de la lignine, suite a la réaction avec différents aldéhydes
provenant de la dégradation des hémicelluloses et aux modifications des signaux aromatiques
de la lignine, suite aux réactions précédentes sont fortement remises en cause, méme s'il n'est
pas totalement possible de les excllEa effet, ces signaux sont en tous points simgaire

ceux observés lors de travaux rapportés dans la littérature concernant la pyrolyse de la
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cellulose et attribuables a des produits de déshydratation tel que le levoglucosane a l'origine
de la formation ultérieure de goudrons.

L’analyse des monosaccharides constitutifs des hémicelluloses suite au traitement
thermique, confirme et conforte la formation des quantités plus ou moins importantes de
produits de carbonisation lorsque le traitement thermique est réalisé a 240°C sousrazote.
effet, la forte augmentation de la quantité de lignine de Klason, et la diminution des quantités
des monosaccharides en fonction de la sévérité du traitement, ne peuvent s’expliquer par la
seule dégradation des hémicelluloses en composeés volatiles.

Méme si la formation de produit de carbonisation est également décrite a plus haute
température (300 et 450°C), nos résultats montrent que ces réactions peuvent avoir lieu dans
des gammes de températures plus basses, bien que pour linstant peu d'études l'aient

clairement démontreé.

Les résultats obtenus lors de ce travail ont d’ores et déja conduit a la publication de
trois articles et d'un proceeding lors de la conférence annuelle de IRG a Tromsg, en Norvége
en 2006.

+ Investigation on catechin as a beech wood decay biom&k&tounguenguj S.

Dumarcay, P. Gérardin. International Biodeterioration and Biodegradation. 60 (4),
(2007) 238-244annexe 1)

+ Evidence of char formation during wood heat treatment by mild pyrolysis. G.
Nguila Inari,S. Mounguenguj S. Dumarcay, M. Pétrissans, P. GérarBwlymer
Degradation and Stability. 92 (2007) 997-1002 (annexe 2)

Initial stages ofFagus sylvatica wood colonization by the white-rot basidiomycete

X/
°

Trametes versicolor Enzymatic characterization. S. Lekounougols.
Mounguengui, S. Dumarcay, C. Rose, P. E. Courty, J. Garbaye, P. Gérardin, J. P.
Jacquot, E. Gelhaye. a paraitre dans International Biodeterioration and
Biodegradation. 61 (2008) 287-293 (annexe 3)

+ Investigation on a wood Decay Biomarker. S. Mounguendtl Dumarcay, P.
Gérardin. Paper prepared for thé"3nual Meeting Tromsg, Norway 18-22 June
2006.IRG/WP 06-20336 (annexe 4).

Méme si les résultats obtenus pendant ce travail de thése ont permis de présenter plusieurs

articles, beaucoup de travail reste encore a effectuer.
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En effet la complexité des phénomeénes impliqués lors de la dégradation des
extractibles par les champignons justifie a elle seule de poursuivre dans ce sens. Un
prolongement a court terme consisterait a compléter les résultats obtenus avec la catéchine.
En effet, il semble que la catéchine soit parmi les tout premiers produits a étre dégrddés par
versicolor probablement en réponse a sa toxicité. Un des problemes auquel nous avons été
confronté concernait les variations relatives de la concentration en catéchine qui s’est révélée
étre tres sensibles aux conditions de préparation des échantillons (origine, stockage,
séchage...). Il pourrait étre intéressant dans ces conditions d’imprégner des éprouvettes avec
une faible quantité de catéchine, ce qui permettrait de maitriser la concentration de cette
derniére dans le bois et de suivre son évolution en présence de T. versivolor
D’autres prolongements de ces travaux concernent l'identification et l'utilisation d’autres
marqueurs. En effet il est apparu clairement que certains composés apparaissant puis
disparaissant au cours du temps peuvent constituer d’autres marqueurs potentiels de
dégradation fongique.

Concernant le traitement thermique, I'analyse de la composition chimique des
polymeéres constitutifs du bois reste un challenge important du fait de la difficulté de trouver
des techniques qui rendent totalement compte de la composition initiale du bois sans
provoquer d'artefacts dus aux réactions de dégradation utilisées lors du fractionnement du
bois. Le taux de carbonisation en fonction du couple temps de traitement /température de
traitement constitue vraisemblablement un paramétre important conditionnant les propriétés

meécaniques et la durabilité finale du matériau qu’il conviendrait d’étudier plus en détail.
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Abstract

A high-performance liquid chromatography (HPLC) method based on the evolution of wood extractives was developed to follow the
first stages of fungal degradation of beech wood exposed to Coriolus versicolor. The nature and the quantity of the extracts initially
present in wood depended on the extraction conditions and also on the wood-drying conditions (time and temperature). The most
interesting fraction was soxhlet extracted with acetone at 56 °C for 6 h. The best conditions to avoid extractives degradation consisted
of a moderate drying at 55 °C for 48 h allowing identification of catechin as potential tracer. After 2 weeks of wood blocks exposure to
C. versicolor, analysis of their acetonic extractives showed that catechin signal initially detected in beech wood, had totally disappeared.
Treatment of wood with an appropriate fungicide such as propiconazole before exposure to C. versicolor, prevents the catechin amount
from any variation. The comparison of these results with the classical weight loss (WL) measurements obtained after long-time
experiments on treated and untreated wood blocks shows that the catechin amount evolution, monitored during 2 weeks, correlates with

the wood resistance evaluated during 16 weeks, allowing the use of this flavonoid as a valuable biomarker of wood decay.

© 2007 Elsevier Ltd. All rights reserved.

Keywords: Beech; Biomarker; Catechin; Coriolus versicolor, HPLC; Wood decay

1. Introduction

Evaluation of the effects of chemical or physico-chemical
treatments on wood durability to fungi involves generally
long-duration experiments based on degradation of wood
macromolecules. In Europe, these studies have to be
carried out following standardized procedures like the
EN 113 for the white or brown rots or ENV 807 for the soft
rots. More generally, different procedures derived from the
preceding standards have been developed and used in
numerous studies. A very inconvenient point of all these
procedures lies in the important culture’s delays before
measuring the weight loss (WL) of the wood samples,
which is the most useful variable allowing to quantify the
influence of a treatment on the fungal decay. Depending on
the rot type and wood species targeted in the standard, the
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experiment time extends for 16 weeks. In some cases, this
time can appear as excessive when the purpose of the
experiment is simply to validate rapidly the efficiency of
new fungicide or to check a scientific idea or the validity of
a new theory.

Therefore, it seemed highly suitable to develop fast and
reliable methods able to indicate the trend of treatment
effects, providing earlier stage feedback informations thus
confirming a good investigations direction or, at the
opposite, forcing a strategy change for the further
experiments. Among the different wood species used to
evaluate the efficiency of wood preservatives against wood
destroying fungi, beech is commonly used to evaluate the
influence of white rot due to its low natural durability and
its high treatability justifying the choice of this species for
the present study.

The high-performance liquid chromatography (HPLC)
detection and titration of specific biomolecules character-
istics of wood fungal colonization or degradation could be
a convenient approach to follow early stages of wood
degradation. Actually, three main categories of fungal
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biomarkers have been described in the literature. The first
category concerns investigations on biomarkers character-
istics of the fungal cellular growth. Thus, the chitin from
brown rot and soft rot fungi has been determined through
glucosamine titration. Constituting the main component of
the cell walls of fungi, its measurement has been correlated
with the fungal biomass production and therefore with the
decaying activity (Nilsson and Bjurman, 1998). Due to its
important occurrence in the membrane of various kinds of
mycetes, ergosterol has also been used as a valuable
indicator of a plant tissue colonization. Moreover, a good
correlation has been observed between the measured
concentration and the instantaneous fungal growth rate
(Gessner and Schmitt, 1996). The second approach
concerns the detection of generation of wood polymer
derivatives due to the decaying processes. The degradation
mechanisms of wood macromolecules have been exten-
sively studied, particularly in the case of lignin because of
the potential industrial applications of degradation. On
one hand, enzymatic degradation of lignin could lead to an
interesting enhancement of kraft pulp bleaching (Buchert
et al., 2002) or could even act as depolluting agents against
xenobiotics, most of them having an halogenated aromatic
structure (Rabinovich et al., 2004; Toure et al., 1997). It
has been demonstrated that several types of extracellular
enzymes are generally involved in the lignin degradation
processes (the peroxidases like lignin or manganese
peroxidases and oxidases like laccases). Despite important
investigations, no lignin specific degradation products have
been clearly identified. On the other hand, the effects of
lignolytic enzymes on lower molecular weight compounds
are better known. These smaller molecules can be easily
extracted from wood with various solvents, depending
mainly on their polarity and, therefore, they are called
extractives. They are constituted by a wide range of
precursors, intermediates and by-products of the wood
metabolism including several classes of organic compounds
like sugars, flavonoids, tannins, terpenes, fats or waxes.
Action of lignolytic enzymes on phenolic extractives can
produce some characteristic compounds like the 2,6-
dimethoxy-para-benzoquinone and dehydrodisinapic acid
dilactone obtained by the sinapic acid oxidation (Lacki and
Duvnjak, 1998), or veratrole resulting either from pheny-
lalanine deamination and metabolisation or from alter-
native sources including phenylpropanoid derivatives like
matairesinol (Rabinovich et al., 2004). The third category
takes advantage of the need of enzymatic systems of
mediators to perform oxidation reactions. Such mediators
can be considered as specific messengers of the enzymatic
decaying activity. The veratryl alcohol, involved in
numerous reactions of lignin degradation (Sutherland
and Aust, 1998), could be a good candidate and it is easily
characterised in extractives because of its aromatic
structure.

Among all these possibilities, catechin, a well-known
extractive of beech wood, generally used for evaluating the
fungicidal activity of preservation treatments, has been

selected with the aim of correlating its abundance with the
wood durability exposed to a white-rot fungus attack. This
choice presented several advantages: catechin is known
to be degraded by numerous fungal strains (Aguilar et al.,
2004) and particularly by an enzyme preparation from
C. versicolor (Archambault et al., 1996) and it is easily
separated and detected by liquid chromatography using
UV detection as reported in numerous publications
(Bronner and Beecher, 1998; Rodriguez-Delgado et al.,
2001).

2. Experimental
2.1. Chemicals

Acetone from LPCR (Schiltigheim, France) was distilled with KMnO,
before using. Trifluroacetic acid (TFA) 99% and agar powder for
biochemistry were obtained from Acros Organics (Halluin, France).
Methanol Classic CLHP grade was purchased from Carlo Erba Réactifs-
SDS (Val de Reuil, France). (+ )-catechin 98% was obtained from Fluka.
Malt extract was purchased from Sigma (Saint Quentin Fallavier, France).
Water was distilled then deionised with Milli-Q Plus ultra-pure water
system (Millipore, Saint Quentin-en Yvelines, France).

Protocatechuic acid, vanillic acid, vanillin, syringic acid, coniferalde-
hyde, synapic acid, 2,6-dimetoxybenzoquinone, 3,5-dimetoxybenzalde-
hyde were kindly provided by Crittbois (Epinal-France).

2.2. Decay studies

Decay resistance was studied using a malt agar plate decay test that is a
modification of the standardised EN 113 test. The white-rot basidiomycete
C. versicolor was used in this study. Sterile culture medium (20mL),
prepared from malt (30 g) and agar (40 g) in distilled water (1.0 L), were
placed on 9.0 cm Petri dishes, inoculated with fungus and incubated for 1
week at 22 °C and relative humidity (RH) of 70% to allow colonization of
the medium by the mycelium.

Beech (Fagus sylvatica) heartwood was used for this study. Blocks of
15 x 5 x 25mm in radial, tangential and longitudinal directions, respec-
tively, were dried at 55°C for 48 h and weighed (m). Dried blocks (70
replicates) were placed in a 500 mL beaker inside a dessicator equipped
with a two-way tap and subjected to a 5mbar vacuum for 20 min. Blocks
were then impregnated by suction either with 350mL of a 107>M
(3.42gL7!, 23.3mNm™") propiconazole solution in ethanol or with
ethanol (23.4mNm™") in the case of controls. The weight gain observed
after impregnation, corresponding to the fungicide retention was of
0.35%. Superficial tensions were measured at 25°C with a KI2
tensiometer (Kriiss, Hamburg, Germany). After 2 h of soaking, the blocks
were removed and dried at room temperature overnight. Five UV-
sterilized wood blocks (treated or untreated) were then placed in each Petri
dish under sterile conditions. Incubation was carried out at 22 °C and 70%
RH for 4 weeks. Every 5 days, two Petri dishes were taken off, wood
blocks scrapped free of mycelium, dried at 55°C for 48h and weighed
(m;). The WL due to fungal attack was expressed according to the
following formula:

WL(%) = [(mo — my)/mg] x 100,

where my is the initial dried mass and m, is the dried mass after exposure
to C. versicolor.

2.3. Extraction

After the different times of exposure to fungus, each series of blocks were
grounded and sawdust (3 g) was Soxhlet extracted with acetone for 6 h. The
solvent was evaporated under vacuum and the extracts were weighed.
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Table 1 2.4. Analysis
Evolution of the mobil phase composition with the time
) The analyses were performed on a Waters liquid chromato-
Time (min) A4 B graph (Waters SAS, Saint Quentin-en Yvelines, France) equipped with
a system controller 600E, a manual injector system with a 20 uL loop and
0 100 0 a Waters 2996 photo diode array detector. Data were recorded through
5 95 5 the Empower software on a 200-400 nm range, the presented chromato-
45 70 30 grams being extractions at 280nm of the whole collected data. The
60 30 70 analytical measurements were obtained on a Supelco (Sigma-Aldrich
65 0 100 Chimie sarl, Saint Quentin Fallavier, France) Discovery C18 column
70 100 0 (250 mm x 4,6 mm i.d,) kept at 30°C with a mobil phase flow rate of
80 100 0 I mL min~".
A — H,0 with 0.05% TFA. Ehilcahbtrat}ll(.)n cur\t/e.w.as cl()élstzl';c;egl w1éhls()cz)lut10ni91f c](f}rlnmercmllly
bB — McOH with 0.05% TFA. available catechin containing 10, 25, an pgmL™". The samples
0.070
0.056
c
5 0042
g
0.028 b i
0.014
0.0468 d
0.0390
0.0312
b
2 00234
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0.0078
d
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0.0096
2 0.0072
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Minutes

Fig. 1. Acetonic extractives chromatograms at 280nm of wood beech dried at 103°C (A), undried (B) and dried at 55°C (C) Peak identities:
a = protocatechuic acid, b = 2,6-dimethoxybenzoquinone, ¢ = vanillic acid, d = catechin, e = vanillin, f = syringic acid, g = 3,5-dimethoxy-4-

hydroxybenzaldehyde, h = coniferaldehyde, i = synapic acid.



S. Mounguengui et al. | International Biodeterioration & Biodegradation 60 (2007) 238-244 241

were prepared to get an extractives concentration of 2mgmL~! in methyl
alcohol.

The chromatographic separation was carried out using mobile phase
water containing 0.05% of TFA as solvent A and methanol containing
0.05% of TFA as solvent B with the following gradient programme
(Table 1).

16 -
14 |
12 |
10 |

weight loss (%)
o

o N O
!

5 10 15 20 25 30
time (days)

Fig. 2. Influence of the blocks drying temperature on the beech durability
versus C. versicolor.
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0.0027

0.0018
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3. Results and discussion
3.1. Definition of drying conditions

The first step of this study was to define precisely the
optimal experimental conditions to perform extractives
analysis. It is generally accepted that the wood-drying
temperature is crucial for wood extractives characteristics.
However, in spite of the thermal instability of some
extracts, drying temperature of 103 °C was generally used
to ensure complete removal of water and mass measure-
ments. It was, therefore, crucial to define the mildest
conditions possible to avoid any source of extractives
amount variation due to the experimental manipulations.
For this purpose, extractives obtained with and without
drying at 103 °C were analyzed. Fig. 1 presents the typical
chromatograms at 280nm obtained for dried (A) and
undried (B) samples.

A very clear difference is observed between these two
chromatograms. Many of the compounds detected in the
chromatogram of extractives obtained after wood drying at

11.10 14.80 18.50 2220

25.90 29.60 3330 37.00 40.70 44.40

Mimites

Fig. 3. Acetonic extractives chromatograms of unprotected beech blocks after the fifth (A) and 30th (B) day on C. versicolor culture at 280 nm.
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103 °C have been identified (Fig. 1(A)). However, the most
were absent in the extractives obtained without drying
(Fig. 1(B)). Concerning 2,6-dimethoxybenzoquinone (b)
and catechin (d), two products determined in both cases,
the measured concentrations were highly different. More-
over, catechin peak (d) was partly hidden in the first case
due to the presence of other products with similar retention
times disturbing the titration efficiency. These results
clearly show the influence of drying conditions on the
characteristics and nature of compounds present in
extractives confirming the importance of the experiment
on extractive analysis. Several attempts have been made to
find the optimal temperature and time of drying, allowing
simultaneously to reach the usual dehydration level,
considered as equivalent to the WL without degrading
the extractives. Beech blocks dried at 55°C for 48h,
achieved WL similar to the conventional drying at 103 °C
with an extractives contents relatively close to that of
undried beech (Fig. 1(C)).

Although, there was no perfectly identical profile with
the reference chromatogram of undried beech, the chro-
matogram of the extractives subjected to milder drying
conditions, exhibited similar appearance meaning that the
new conditions did not affect the characteristics of extracts.
The catechin signal seemed to be unalterated and remained
one of the most important components in terms of amount,
allowing a relatively intense response with UV detection.

To validate definitely these new drying conditions and
the possible effect of the extractives modification on
durability, experiments were carried out to compare the
durability of the blocks treated in these conditions and
those dried at 103 °C (Fig. 2).

The comparison of these three curves showed that
extractive analysis of the mild dried blocks compared with
the results obtained from wood dried at room temperature.
Important similarities were observed for the three curves
though some small differences appeared after the 21st days
of the experiments. According to these results, it was

0.0080
0.0064
d
0.0048
2
0.0032
0.0016
0.0000
0.0175 B
0.0140
0.0105
E
d
0.0070
0.0035
0.0000
11.40 15.20 19.00 22.80

26.60 30.40 34.20 38.00 41.80 45.60

Minutes

Fig. 4. Acetonic extractives chromatograms of propiconazole impregnated beech blocks after the fifth (A) and 30th (B) day on C. versicolor culture at

280 nm.
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decided to retain the temperature of 55°C for 48 h as the
best drying conditions.

3.2. Extractives evolution under fungal action

Two series of beech blocks were then exposed to
C. versicolor for a maximum duration of 30 days. These
blocks were differently prepared with only one cycle of
vacuum/pressure impregnation: one half was impregnated
with a 107>M solution of propiconazole in ethanol, a
powerful fungicide, while the other half was impregnated
with ethanol. In this case, it was expected that the
extractives of untreated blocks were subjected to fungal
degradation, while those of propiconazole protected blocks
remained unchanged. Evolution of the extractives content
was investigated every 5 days for both blocks series. The
fifth and 30th day chromatograms are presented below
(Figs. 3 and 4).

A direct interpretation is difficult because of the
difference between the chromatographic profile of each
analysis. However, in the case of the propiconazole-
protected blocks (Fig. 4), it was possible to recognize
the original catechin signal with new additional peaks
increasing with the experiment time. Quantification of the
catechin signal indicated a constant adsorption value
despite a slight shift of its retention time.

100
80
60
40 -

20 A AN

Protected blocks
— — — Unprotected blocks

Remaining catechin (%)

0 5 10 15 20 25 30
Time (Days)

Fig. 5. Catechin concentration evolution for control and propiconazole
protected blocks exposed to C. versicolor.
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Fig. 6. Mass loss measurements for control and propiconazole protected
blocks exposed to C. versicolor.

Nevertheless, the signal of catechin totally disappeared
after 30 days on the chromatogram of unprotected blocks
(Fig. 3). The catechin concentration decreased with time as
determined by its titration (Fig. 5). A small decrease of the
catechin concentration was observed during the first 5
days, probably as the results of the attempts of wood
colonization by the fungus. After this period, catechin
concentration remained constant due to the inhibition of
fungal activity by propiconazole. These results clearly
demonstrated that C. wversicolor degraded or modified
catechin rapidly, during the first stage of fungal coloniza-
tion and wood degradation, while the latter remained
unchanged in presence of fungicide protection.

Comparison of the general aspect of catechin concentra-
tion curves with the mass loss measurement curves
obtained with the same blocks (Fig. 6) indicated a quite
opposite behaviour of these two parameters for the
untreated wood. The same comparison performed in the
case of propiconazole-protected blocks indicated a similar
behaviour of the two preceding parameters, which
remained practically constant with time. These results
confirmed the statement of a possible earlier wood decay
detection using catechin as marker.

4. Conclusion

The present work demonstrated clearly that qualita-
tively, there is correlation between the amount of catechin
present in the extractives of beech wood and the WL due to
fungal decay caused by C. versicolor. The presence of
catechin in the extracts after one month of exposure to
white-rot fungus is a good indicator of the effectiveness
of fungicidal treatment realized with propiconazole
known for its fungicidal properties. Due to the simplicity
of separation and quantification of catechin by HPLC,
this method could be considered as a fast and reliable tool
to quantify the influence of any treatment aiming to
improve wood durability. Further studies are, however,
necessary to generalize this methodology using different
fungicides.
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Abstract

The behaviour of wood polymers during heat treatment carried out under inert atmosphere at 240 °C has been reinvestigated to understand
the important decrease of the O/C ratio observed in a previous study using X-ray photoelectron spectroscopy (XPS). Heat treatment was per-
formed not only on beech sawdust but also on its lignin and holocellulose fractions obtained after acidic hydrolysis of polysaccharides or de-
lignification with sodium chlorite. CP/MAS "C NMR spectra indicate as previously reported an important degradation of hemicelluloses after
thermal treatment. However, assignments of the signals appearing in the range of 125—135 ppm and 35 ppm attributed up to now to thermal
crosslinking of lignin and formation of methylene bridges should be reconsidered. Indeed, heat treatment of the holocellulose fraction indicates
quite similar signals showing that these latter are not due to lignin modification. According to the literature, these new signals have been attrib-
uted to the beginning of char formation. Determination of Klason lignin and HPLC analysis of the sugars contained in the hydrolysate support

the hypothesis of formation of carbonaceous materials within the wood structure during heat treatment by mild pyrolysis.

© 2007 Elsevier Ltd. All rights reserved.

Keywords: Char; 3¢ NMR; Heat treatment; Holocellulose; Lignin; Wood

1. Introduction

Increased environmental pressures over the last few years
in many European countries resulted in an important develop-
ment of thermally modified wood, as a non-biocidal alterna-
tive to classical preservation techniques [1,2]. Heat treated
wood possesses new properties like improved decay resistance
and higher dimensional stability while its strength is consider-
ably reduced [3—10]. Heat treated wood also exhibits lower
affinity to water and a strongly modified wettability [11,12].
Chemical modifications occurring during heat treatment are
believed to be in great part responsible for the new properties
of the material and have been widely investigated using

* Corresponding author. Tel.: +33 (0)3 83 68 48 40; fax: +33 (0)3 83 6848 51.
E-mail address: philippe.gerardin@lermab.uhp-nancy.fr (P. Gérardin).

0141-3910/$ - see front matter © 2007 Elsevier Ltd. All rights reserved.
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different spectroscopic methods. Among these, CP/MAS "*C
NMR has been intensively used to characterize wood polymer
modifications before and after heat treatments [3,5,9,13]. The
main conclusions of these studies reveal an important degrada-
tion of less ordered carbohydrates (i.e. hemicelluloses and
amorphous cellulose) resulting in an increase of cellulose
crystallinity in heat treated wood, while lignin presents smaller
modifications. Acid degradation catalysed by formation of
acetic acid during hemicellulose degradation results in the for-
mation of furfural, aldehydes and other volatile by-products as
well as some lignin modifications due to B-O-4 ether linkage
cleavage and aromatic nuclei demethoxylation followed by
auto-condensation reactions with formation of methylene
bridges. XPS analysis of heat treated wood performed recently
in our laboratory indicates an important decrease of the O/C
ratio after heat treatment [14] which cannot be explained by
the sole evolution of wood polymers previously described in
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the literature (i.e. degradation of hemicelluloses to volatile by-
products and thermal crosslinking of lignin). This study shows
that O/C ratios measured for beech wood are in reasonable
agreement with the O/C ratio calculated from the well-estab-
lished chemical composition reported in the literature. Even
if the analyzed area of the sample is relatively small
(0.25 mm?, up to 10 nm depth), analysis of different spots
taken on a same sample and on different samples of a same
plank indicates quite similar results demonstrating reliability
and reproducibility of the XPS method. The aim of the present
paper is to reinvestigate not only chemical modifications oc-
curring during heat treatment using wood, but also its lignin
and holocellulose fractions obtained after acidic hydrolysis
of polysaccharides or delignification with sodium chlorite.

2. Materials and methods

Beech (Fagus sylvatica L.) heartwood was ground and
passed through different sieves to obtain a granulometry be-
tween 0.2 and 0.5 mm. The sawdust thus obtained was washed
in a Soxhlet extractor with a toluene/ethanol (2:1, v/v) mixture
(6 h) and with ethanol (6 h) and then dried at 103 °C for 48 h.

2.1. Separation of lignin and holocellulose

2.1.1. Delignification

Sawdust of 500 mg was placed in a 100 ml flask containing
30 ml of distilled water and heated at 75 °C. A solution of 15%
aqueous sodium chlorite (2 ml) and acetic acid (0.1 ml) was
then added each hour for 7 h. The mixture was filtered on a Biich-
ner funnel and the residue washed with water, Soxhlet extracted
for 2 h with ethanol and dried at 103 °C to a constant mass.

2.1.2. Hydrolysis of holocellulose

Sawdust of 500 mg was mixed with 72% H,SO,4 (10 ml) for
4 h at room temperature. The mixture was then diluted with
240 ml of distilled water, heated under reflux for 4 h and fil-
tered. The residue was washed with hot water and dried at
103 °C to a constant mass.

2.2. Heat treatment

Heat treatment was performed on sawdust or on its lignin or
holocellulose fractions previously dried at 103 °C for 48 h.
The sample was placed in a reactor under nitrogen and heated
at 240 °C in an oven for different times. The oven temperature
was increased by 20 °C min~' from ambient to final tempera-
ture. Weight loss of the sample due to chemical degradation
during heat treatment was calculated according to the formula:

WL(%) = 100(1’]’10 — ml)/l’)’lo

where my is the initial oven dried mass of the sample before
heat treatment and m; the oven dried mass of the same sample
after heat treatment. The different treatments are summarized
in Fig. 1.

2.3. CPIMAS °C NMR analysis

Solid state CP/MAS (cross-polarisation/magic angle spin-
ning) '>*C NMR spectra were recorded on a Bruker MSL
300 spectrometer at a frequency of 75.47 MHz. Acquisition
time was 0.026 s with number of transients of about 1200.
All the spectra were run with a relaxation delay of 5s, CP
time of 1 ms and spectral width of 20,000 Hz. Spinning rates
were 5 KHz. Chemical shifts are expressed in parts per million

(ppm).
2.4. Hydrolytic method for analysis of carbohydrates

Dried, extractive-free sawdust of 350 mg was mixed with
4 ml of 72% sulphuric acid and stirred at room temperature
for 1 h. After this period, 60 ml of distilled water was added
and the mixture heated under reflux for different time (1, 2,
3,4 or 5 h). The insoluble residue was removed from the hydro-
lysate by filtration on a Biichner funnel, washed with 100 ml of
distilled water, dried at 103 °C and weighed. The filtrate was
quantitatively transformed into a 250 ml volumetric flask and
the volume was completed to 250 ml with distilled water.

Sawdust

Soxhlet extraction

Extracted free sawdust

Heat treatment

Heat treated sawdust | Holocellulose Klason lignin

Acid hydrolysis
Delignification

Heat treatment Heat treatment

Heat treated holocellulose Heat treated Klason lignin

Fig. 1. Description of the different treatments performed on sawdust.
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Previous solution (20 ml) was placed in a 50 ml Erlenmeyer
flask and neutralized to pH = 5 with a saturated Ba(OH), solu-
tion. The mixture was centrifuged, and the clear supernatant
transferred into a 50 ml round bottomed flask, and evaporated
to dryness under vacuum using a rotary evaporator. The residue
was re-dissolved in 2 ml of water, filtered through a Millipore
Millex-HA 0.45 pm filter and analyzed by HPLC. Each hydro-
lysis was triplicated.

2.5. HPLC analysis

The analyses were performed on a Waters liquid chromato-
graph (Waters SAS, Saint Quentin-en Yvelines, France) equip-
ped with a system controller 600E, a manual injector system
with a 20 pl loop and a Waters 2420 Evaporative Light Scat-
tering (ELS) detector (gain=1, evaporator tube temper-
ature = 60 °C and nebulizer gas pressure = 50 psi). The data
were recorded with the Empower software. The analytical
measurements were obtained on a Supelco (Sigma—Aldrich
Chimie sarl, Saint Quentin Fallavier, France) Discovery LC-
NH, column (250 mm x 4.6 mm i.d) at 30 °C with an acetoni-
trile (78%)/water (20%)/methanol (2%) mixture as mobile
phase and a flow rate of 1.5 ml min~'. Each sugar hydrolysate
was analyzed 3 times and the values averaged. Glucose con-
tent (%) was determined on the basis of glucose and cellobiose
contents.

3. Results and discussion

CP/MAS '>C NMR spectra of untreated and thermally
modified beech sawdusts are presented in Fig. 2. Untreated
sawdust shows classical signals ascribable to main wood poly-
mer components. Cellulose appears in the region between 60
and 105 ppm. The signals comprised between 72—75 ppm
are assigned to C-2, 3, 5 carbons, while the signal at
105 ppm is ascribable to C-1 hemiacetallic carbon. C-4 and

a)

999

C-6 signals are duplicated due to the presence of amorphous
and crystalline cellulose. The signals at 89 and 84 ppm are as-
signed to the C-4 of crystalline and amorphous cellulose, re-
spectively. Similar observations are made with signals at 65
and 62 ppm characteristic of the C-6 carbon of ordered and
disordered cellulose. Signals of hemicelluloses are less obvi-
ous due to their overlapping with those of cellulose. The
shoulder at 102 ppm on the C-1 signal of cellulose is assigned
to hemiacetal carbon of hemicelluloses, while acetyl groups
are detected at 20 and 173 ppm. Methoxyl groups of syringyl
and guaiacyl units of lignin appear at 56 ppm, while aromatic
carbons appear between 120 and 160 ppm. Aliphatic carbons
of phenylpropane units of lignin are partially masked by poly-
saccharide signals. Evolution of NMR spectra of heat treated
sawdust is in good agreement with observation reported on
blocks [3,5,9,13]. Deterioration of hemicelluloses is particu-
larly obvious. The shoulder at 102 ppm on the C-1 signal of cel-
Iulose at 105 ppm strongly decreases after heat treatment,
indicating degradation. The signals of the methyl at 20 ppm
and carbonyl at 173 ppm of the acetyl groups also decrease after
heat treatment. Changes in the lignin signals are less significant
indicating its higher stability. The appearance of signals be-
tween 125 and 135 ppm could be ascribable to thermal cross-
linking of lignin as reported previously by us and by others in
the literature [3,5,9,13]. At the same time, the appearance of
a new signal at 35 ppm has been assigned to the formation of
methylene bridges. The behaviour of holocellulose fraction af-
ter heat treatment is reported in Fig. 3. NMR spectra of un-
treated holocellulose fraction indicate characteristic signals of
wood polysaccharide components. Similar to observations
made for thermally modified sawdust, heat treatment of hol-
ocellulose fraction results in an important degradation of
hemicelluloses characterized by the decrease of the signal
at 102 ppm characteristic of C-1 carbon of hemicelluloses
and of signals at 20 and 173 ppm characteristic of acetyl
groups. More surprisingly, signals previously attributed to

ppm 200 175 150 125

100

75 50 25 0

Fig. 2. CP/MAS 13C NMR spectra of thermally modified or not beech sawdust: (a) unmodified sawdust; (b) heat treated at 240 °C during 5 h 30 min, WL = 17.7%;

(c) heat treated at 240 °C during 21 h, WL = 23.6%.
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Fig. 3. CP/MAS 13C NMR spectra of thermally modified or not beech holocellulose fraction: (a) unmodified holocellulose fraction; (b) heat treated at 240 °C
during 5 h 30 min, WL = 37%; (c) heat treated at 240 °C during 21 h, WL =41%.

lignin thermal crosslinking are still obvious on holocellulose
fraction. These results clearly show that new signals appearing
between 125 and 135 ppm and 35 ppm on NMR spectra of heat
treated wood are not due to lignin modification, but due to deg-
radation of holocellulose. Assignment of these new signals
could probably be attributed to the beginning of formation of
carbonaceous material within the wood polymers. Indeed,
3C NMR studies reported during cellulose thermal treatment
performed in the range of temperature from 300 to 600 °C in-
dicate quite similar observations for samples treated at 300 °C
[15]. Thermal degradation of cellulose leads initially to the ap-
pearance of new signals ascribable to aliphatic carbons (10—
50 ppm), aromatic or alkene carbons (110—160 ppm) and
carbonyl groups (205 ppm). At this temperature, cellulose is
reported to undergo depolymerization by transglycosylation
to form, after dehydration reactions, anhydromonosaccharides
like 1,6-anhydro-B-p-glucopyranose (levoglucosan) and 1,6-
anhydro-B-p-glucofuranose. These products are involved in
subsequent reactions leading to char formation [16]. These
types of structural changes have also been reported by others
[17]. Fig. 4 reports the evolution of lignin fraction. The un-
treated sample presents characteristic Klason lignin signals in-
dicating the efficiency of the polysaccharide hydrolysis
procedure. The main difference after heat treatment concerns
the disappearance of the broad signal at 75 ppm attributed to
residual saccharide units linked through ether linkages. At
the same time, a small decrease of the signal at 58 ppm corre-
sponding to ether carbon was also noted. Methoxyl groups of
lignin (56 ppm) are still obvious after heat treatment, while
no noticeable modifications are observed in the aliphatic
carbons (10—50 ppm) and aromatic or alkene carbon (110—
160 ppm) regions. Even if it is well known that chemical
composition of Klason lignin obtained after acidic hydrolysis
of polysaccharides is different from that of lignin initially

present in wood, it is obvious from this study that new signals
observed in heat treated wood and attributed up to now to ther-
mal crosslinking of lignin are rather due to polysaccharide deg-
radation leading to char formation.

These observations corroborate XPS analysis reported in
the introduction [14]. Indeed, XPS analysis indicated an im-
portant decrease of the O/C ratio unexplainable solely by
hemicellulose degradation to volatile by-products. Formation
of carbonaceous material is therefore necessary to explain
chemical composition evolution of heat treated wood. Similar
results have also been reported in a study dealing with the con-
tribution of incomplete combustion of vegetation on the car-
bon content of soil. '>’C NMR study of thermally altered red
pine wood in a range of temperatures comprised between 70
and 350 °C indicates quite similar observation for samples
treated at 200 °C [18].

To confirm these results, wood chemical composition was
investigated using classical Klason lignin determination and
HPLC analysis of the sugars present in the hydrolysate. Table 1
reports the results obtained using different experimental condi-
tions for hydrolysis. According to the literature, beech wood
contains approximately 24% lignin, 49% cellulose, 25% hemi-
celluloses and 1% extractives [19]. If degradations occurring
during heat treatment are mainly associated with hemicelluloses
degradation to volatile by-products, it should be possible to cal-
culate a priori the theoretical composition of beech wood after
treatment. In the case of weight losses between 20 and 25%,
composition of thermally modified beech wood should be ap-
proximately one-third of lignin and two-third of cellulose. In
all cases, Klason lignin determination leads to values definitely
higher than expected ones indicating the formation of chars in
the wood. Analysis of the sugars in the hydrolysate confirms
the higher susceptibility of hemicelluloses to thermal degrada-
tion as demonstrated by the lower xylose content detected after
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Fig. 4. CP/MAS ">C NMR spectra of thermally modified or not beech lignin fraction: (a) unmodified lignin fraction; (b) heat treated at 240 °C during 5 h30,

WL = 16.9%; (c) heat treated at 240 °C during 21 h, WL =17.7%.

treatment. Hydrolysis conditions are strongly influenced by the
time and are optimal after 4 h. In these conditions, glucose per-
centage measured for untreated beech is relatively close from
theoretical value (compare 44% to 49%), while that measured
after thermal treatment is lower than expected value (compare
35.5% to approximately 66% in the case of degradation of
hemicelluloses to volatile by-products). According to these re-
sults, it appears that a part of cellulose is degraded during ther-
mal treatment explaining the lower glucose percentage
measured after treatment.

4. Conclusions

This study clearly shows the formation of carbonaceous
materials within the wood structure. CP/MAS '*C NMR spec-
tra of heat treated holocellulose fraction indicate that new sig-
nals appearing in the range of 125—135 ppm and 35 ppm are

Table 1
Klason lignin, glucose and xylose contents of untreated and heat treated wood
(240°C, 8 h)

Sample Hydrolysis Klason Glucose (%)  Xylose (%)
condition” lignin (%)

Untreated r.t., 1 h/reflux, lTh  229+0.5 1754+0.3 9.7+£0.3
Untreated  r.t., 1 h/reflux,2h 23.0+04 24.7+0.1 13.4+£0.1
Untreated  r.t., 1 h/reflux, 3h  22.54+0.5 31.5+0.6 149+1.1
Untreated  r.t., 1 h/reflux, 4 h 227+04 440+04 142+0.3
HT* rt, l h/reflux, Th 380+09 1494+1.1 6.04+0.7
HT* rt, 1 h/reflux,2h  38.7+22 16.7+0.5 5.7+0.3
HT* r.t, 1 h/reflux,3h  389+08 347+1.0 5.84+0.0
HT* r.t, 1 h/reflux,4h  38.0+2.0 355+0.6 55+0.1
HT* r.t, 1 h/reflux, 5h  362+0.7 28.6+1.3 4.14+0.1
Cellulose r.t.,, 1 h/reflux, 2 h - 555+04 -
Cellulose r.t.,, 1 h/reflux, 3 h — 74.8 £0.5 —
Cellulose r.t.,, 1 h/reflux, 4 h - 82+ 1.1 -
Cellulose r.t, 1 h/reflux, 5h  — 55.54+0.6 -

# HT = heat treated, WL =21%.
® r.t. =room temperature.

due to a beginning of char formation rather than to thermal
crosslinking of lignin and formation of methylene bridges as
previously reported in the literature. Determination of Klason
lignin content and analysis of sugars present in the hydrolysate
support NMR analysis indicating that evolution of wood chem-
ical composition during heat treatment cannot be explained
solely as degradation of hemicelluloses to volatile by-products.
On the basis of these results and of previously reported XPS
analysis, it is postulated that char formation begins in the range
of temperatures between 200 and 240 °C used for wood ther-
mal treatment. Even if char formation during wood pyrolysis
at higher temperatures from 300 to 450 °C is well documented,
their formation during heat treatment by mild pyrolysis has not
been yet clearly demonstrated. Modifications of NMR signals
due to char formation have been interpreted up to now in terms
of lignin modification which should be reconsidered according
to our results. Such carbonaceous materials could be at the or-
igin of some of the new properties of the material.
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Abstract

The initial stages of wood colonization and degradation by the white-rot Trametes versicolor have been investigated. 7. versicolor was
grown on Fagus sylvatica wood chips under solid-state fermentation in the presence of malt agar. The beginning of the colonization
process was not associated with peroxidases production or hydrolytic activity. In contrast, a sharp induction of laccase expression was
observed during the first colonization days. This induction is not due solely to fungal growth on wood chips since similar data were
obtained in the presence of biocide (propiconazole)-treated wood, suggesting that enzyme production is due at least in part to the
mycelium surrounding wood chips using nutrients from malt agar medium. Laccase production correlated with wood acetone extractives
degradation, in particular with the oxidation of catechin, a major compound of beech extracts. In complementary experiments, wood-
extracted laccases were shown to be active with wood acetone extracts and pure catechin. Furthermore, wood extractives induced laccase
expression. Taken together, these data suggest that the initial stages of wood colonization on malt agar by 7. versicolor correlate with
wood extractives degradation requiring laccase activity, whereas the other wood-degrading systems (peroxidases and polysaccharides

hydrolases) are still repressed.
© 2007 Elsevier Ltd. All rights reserved.
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1. Introduction

White-rot fungi are among the best degraders of
lignocellulose and the only known microorganisms that
can completely break down lignin to carbon dioxide and
water (Ten Have and Teunissen, 2001). However, lignin
degradation does not provide carbon and energy, since this
process also enables fungi to gain access to cellulose and
hemicellulose. The degradation of these polymers is mainly
due to extracellular enzymes. Cellulases and hemicellulases
are involved in polysaccharide degradation, whereas
peroxidases and laccases are mainly devoted to lignin
breakdown, the production of these extracellular enzymes
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E-mail address: gelhaye@Icb.uhp-nancy.fr (E. Gelhaye).

0964-8305/$ - see front matter © 2007 Elsevier Ltd. All rights reserved.
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being regulated essentially at the transcriptional level.
Numerous studies on enzyme production by wood-rot
fungi have been conducted using chemically defined liquid
media (Karahanian et al., 1998; Brown et al., 1991; Aro
et al., 2005). However, in natural environments, these fungi
grow on woody substrates under quite different conditions,
and consequently the patterns of enzyme production are
different (Datta et al., 1991; Dawson-Andoh and Morrel,
1992; Daniel et al., 1994; Zhao et al., 1996; Machuca and
Ferraz, 2001). For instance, solid-state cultivation of
Ceriporiopsis subvermispora and Phanerochaete chrysospor-
ium on wood results in a peroxidase isoform pattern that
differs from those described in liquid cultures (Lobos et al.,
1994; Janse et al., 1998). Since some of the enzymes are
clearly expressed only under solid-state conditions, it is
important to study enzyme production on wood chips in
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order to elucidate the role of different enzymes during
wood colonization and degradation. Furthermore, the
decomposition of wood extractives by white-rot fungi has
been well studied (Gutierrez et al., 2001; Teris et al., 2007),
mainly to control pitch in paper pulp manufacturing.
Wood extractives have a major impact on wood properties;
they are low-molecular-weight lipophilic and phenolic
substances such as fatty acids, terpenes, and phenolic
compounds (tannins). Extractives give wood its color,
odor, and physical properties, and they also play a
protective role (Dorado et al., 2001).

Among the enzymes involved in wood degradation,
laccases catalyze the oxidation of a broad range of phenolic
compounds reducing oxygen to water (Baldrian, 2006).
Laccases belong to the group of blue multicopper oxidases
and have been shown to be able to oxidize wood extractives
as the polyphenolic catechin, one of a major compound of
beech extracts (Tagger et al., 1998). Besides their role in
lignin degradation, the fungal laccases participate in the
synthesis of melanin and other pigments (Langfelder et al.,
1998), the formation of fruiting bodies (Kiies and Liu,
2000), and conidiation, sporulation, and plant pathogen-
esis (Thurston, 1994; Mayer and Staples, 2002).

The aim of this study was to investigate the initial stages
of wood colonization by Trametes versicolor. Chemical
analyzes and microscopical findings have shown that T.
versicolor is a non-selective or simultaneous type fungus
and that it degrades lignin, hemicelluloses, and cellulose
(Faix et al, 1993; Mohebby, 2005). Nevertheless, for
T. versicolor, as for other wood-decay fungi, data about
the wood colonization process are scarce, although they are
very important in understanding the key stages of the
process. In the wood protection field, the main laboratory
test is based on the EN 113 method using malt agar
medium. As a derivative of this one, we have developed a
method using small wood chips in order to follow wood
colonization, with emphasis on the initial stages of this
process.

2. Materials and methods
2.1. Fungus

The white-rot 7. versicolor (L:Fr.) Pilat (CTB 863A) was used in this
study. Cultures were grown on plates with malt-agar slants stored at 4 °C.

2.2. Solid-state cultures on wood

Beech wood (Fagus sylvatica) blocks (1.5cm x 0.5cm x 3.5c¢m) in
radial, tangential, and longitudinal directions, respectively, were dried at
80°C and weighed (mg). Treatment of wood blocks with the biocide
propiconazol was performed as described previously (Mabicka et al.,
2004). Sterile culture medium (20 ml), containing 20 ml of culture medium
prepared from malt extract (40 g) and agar (30 g) in distilled water (1 L),
was placed on petri dishes (diameter 9.0 cm), inoculated with the fungus,
and incubated for 2 weeks at 22 °C and 70% RH to allow colonization by
the mycelium.

Five UV-sterilized blocks (treated or untreated) were placed in each
petri dish under sterile conditions. Incubation was carried out at 22 °C

under controlled humidity conditions of 70% RH in a climatic chamber
WTB BINDER TYP KBF 115.

2.3. Wood weight loss

Wood decay was measured as the percentage loss of wood weight after
the fungal test. Measurements were done after drying of each sample. At
different incubation times, colonized wood blocks were carefully removed,
dried at 80 °C, and weighed. Mycelia were then removed and the blocks
were dried at 80 °C and weighed (m1,). Weight loss (WL) was expressed as a
percentage of the initial oven-dried weight of the sample (m1,) according to
the formula

WL(%) = ((mg — my) — my) x 100.
2.4. Wood extractives

Wood chips were harvested at different incubation times, ground, and
dried. The sawdusts were then extracted with 200 mL of acetone for 6h in
a Soxhlet apparatus.

2.5. Pumice-stone impregnation

Beech wood extractives (20mg) were solubilized in 30mL water by
sonication (Decon ultrasonics FS 100). Pumice stones were impregnated
with extractives for 2 h. After drying, pumice stones were incubated in the
presence of T. versicolor (six pumice stones in petri dishes).

2.6. HPLC analysis

High-performance liquid chromatography (HPLC) was performed on a
Waters system equipped with a system controller 600E, a manual injector
system, and a Waters 2996 photo diode array (PDA) detector. All
injections were 20puL in volume. The column used was a Supelco
Discovery C18 column (250 x 4.6 mm i.d.) at 30 °C. The separation was
performed over a period of 60 min using water containing 0.05% TFA
(100-0%) and methanol containing 0.05% TFA (0-100%), the flow rate
being 1 mL/min.

2.7. Enzyme assays

2.7.1. Enzymatic activities using fluorogenic assays

Colonized wood blocks were removed carefully from agar plates, the
mycelium surrounding wood chips being excised. The wood chips were
then placed into a test tube containing 1 mL of 50 mM phosphate buffer at
pH 6.0. Then, mycelia were separated from the wood in order to facilitate
enzyme extraction and the samples were incubated for 1h at room
temperature. The samples were then centrifuged (10,000 x g for 15min)
and the supernatant was collected and tested for different activities.

Six enzyme substrates based on 4-methylumbelliferone (MU) or 7-
amino-4-methylcoumarin  (AMC) were studied: MU-phosphate
(MU-P) for the detection of the acid phosphatase (EC 3.1.3.2),
MU-B-p-glucopyranoside (MU-G) for B-glucosidase (EC 3.2.1.3), MU-
N-acetyl-B-p-glucosaminide (MU-NAG) for chitinase (EC 3.2.1.14),
MU-B-p-glucuronide hydrate (MU-GU) for glucuronidase (EC 3.2.1.31),
MU-B-p-cellobioside (MU-C) for cellobiohydrolase (EC 3.2.1.91), and L-
leucine-AMC (Leu-AMC) for leucine aminopeptidase (EC 3.4.11.1)
activities. All chemicals were purchased from Sigma-Aldrich Chemicals
(Lyon, France).

The experimental conditions for fluorescence assays, incubation
buffers, and substrate concentrations were as described previously (Courty
et al., 2005). Briefly, S0 uL of samples were mixed with 50 pL substrate
solution, and 50 pL incubation buffer according to Courty et al. (2005).
Incubation lasted 1h in black 96-well microtitration plates, fluorescence
emission being recorded every 5Smin with a fluorescence spectrophot-
ometer (Wallac Perkin-Elmer life sciences, Villebon-sur-Yvette, France)
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with an excitation wavelength of 360nm and an emission wavelength of
450 nm.

2.7.2. Enzyme extraction

Nineteen wood chips were harvested after 4 incubation days and mixed
during 2h with 200mL of 50 mM acetate buffer (pH 5.0). Wood chips
were removed and incubated again with 200 mL of 50 mM acetate buffer
(pH 5.0). Extraction solutions were pooled and centrifuged and the
resulting supernatant was concentrated by ultrafiltration.

During experiments using pumice stones, the surrounding colonized
malt agar (from 20 plates) were mixed twice during 2h with 500 mL of
50mM acetate buffer (pH 5.0). Extraction solutions were pooled
and centrifuged and the resulting supernatant was concentrated by
ultrafiltration.

2.7.3. Laccase and peroxidase assays on wood chips

Colonized wood blocks were carefully removed from agar plates and
the mycelia surrounding wood chips excised. The wood chips were then
placed into a test tube containing 900 pL of 50 mM phosphate buffer pH
6.0. The mycelia were separated from the wood in order to facilitate
substrate diffusion and 50 pL of 100 mM 2,2-azinobis-3-ethylbenzothiazo-
line-6-sulfonate (ABTS) were added to detect laccase activity. In order to
maintain substrate saturation, incubation times were varied (typically
from Smin to 1 h). The samples were then centrifuged (10,000 x g; 1 min)
before measuring the 420nm absorbance of the supernatant
(420 = 36 mM ' em™!) using a Varian Cary 50 spectrophotometer.

To detect peroxidase activities, wood chips were placed into a test tube
containing either 900 uL of S0 mM of selected buffer (either acetate buffer
pH 4.5, or phosphate buffer pH 7.0, or succinate buffer pH 3.0) and
reactions were started by the addition of hydrogen peroxide. LiP activity
was measured according to the method of Tien and Kirk (1988) following
the oxidation of veratryl alcohol to veratryl aldehyde. MnP activity was
measured as described by Kuwahara et al. (1984) with phenol red as the
substrate.

For induction experiments, a similar procedure was used. In this case,
0.5cm? of malt-agar surrounding the pumice stone was cut and incubated
with 980 pL of 50mM acetate buffer pH 5.0 and 20puL of 100 mM
2,2-azinobis-3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonate (ABTS).

The oxidation of catechin was performed as follows: 0.35mM of
catechin was added to enzymes extracted in 50 mM acetate buffer pH 5.0
(see Section 2.7.3) and absorption spectra were recorded every 3 min.

2.7.4. Oxygen consumption

To test laccase activity, oxygen consumption was measured with a
Clark-type O, electrode (Rank Brothers, Cambridge, UK). One hundred
pL of wood-extracted enzymes (see Section 2.7.2) were incubated in
900 uL. of acetate buffer SOmM (pH 5.0) and various concentrations of
beech wood extractives or ABTS were added.

2.8. Electronic microscopy

Scanning electron microscopy (SEM) observations were performed
using a Zeiss (Leo) 1450VP scanning microscope equipped with an
ultracool Peltier stage system. Images of the wood and fungi were directly
obtained with a back-scattered secondary electron detector (QBSD) at
20 KV of accelerating voltage, 600 pA electron beam intensity in VP mode
(30 Pa of pressure in chamber), and sample temperature kept at —50 °C.

3. Results
3.1. Wood colonization
To follow fungal development, SEM observations were

performed during the initial stages of beech-wood coloni-
zation by T. versicolor. After 4 days of incubation, the

wood surface was slightly colonized (Fig. 1A) but not the
wood structure (Fig. 1B), whereas wood chips were fully,
deeply colonized after 20 days (Fig. 1C). The mycelia
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Fig. 1. Wood (Fagus sylvatica) colonization by T. wversicolor after 4
incubation days (A, B) and 20 incubation days (C). SEM observations
(backscattered electron imaging in VP mode) at the surface of the wood
(block of beech): (A) mycelium development at the beginning of
colonization by fungi; (B) SEM images (backscattered electron imaging
in VP mode) of cross-section of woodblocks at 4 days of incubation (B)
and 20 days of incubation (C) by fungi. Observations of mantle
development and mycelium colonization in wood vessels.
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surrounding wood chips appeared to represent a large part
of the whole fungal biomass found in wood chips.
Weight losses of samples exposed to 7. versicolor for
different exposure periods were measured. After 10 days,
no significant mass loss (< 5%) could be observed. After 90
days of incubation, around 45% of wood weight loss was
measured, confirming the efficiency of T. versicolor in the
beech degradation in these laboratory conditions.
Treatments of wood chips with propiconazole have been
performed. The concentrations of biocide used (10™* and
5x 10~*M) were chosen in order to limit but not eliminate
the decay process. In these conditions, the fungal growth
on wood chip surfaces was altered. Fungal growth was
detected on wood chips only after around 15 and 35
incubation days for 107* and 5x 10™*M biocide treat-
ments, respectively (data not shown). Wood chip weight
losses were significantly reduced in the presence of biocide,
reaching around 30% and 35% for 5x 107* and 107*M
treatments, respectively, after 90 incubation days.

3.2. Enzyme production

During the initial stage of wood colonization (0-10
days), hydrolytic, i.e., acid phosphatase, B-glucosidase,
chitinase, glucuronidase, cellobiohydrolase, and leucine
aminopeptidase, activities were not detected on wood chips
using fluorescent substrates. Nevertheless, a strong chit-
inase activity was detected during the initial stage of
propiconazole-treated wood, showing the sensitivity of the
method (Fig. 2).

During this initial stage, lignin peroxidase activity was
not detected whatever the pH used during the enzymatic
test (pH 3.0, 5.0, and 7.0). Similar results were obtained
when manganese peroxidase activity was tested, suggesting
that at this colonization stage, peroxidases were not
produced by the fungus.

In contrast, strong laccase activity could be detected
during the first 10 days of incubation. A sharp increase in
activity was observed, reaching about 70 pUI/mg of wood
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Fig. 2. Chitinase activity produced during propiconazole-treated (107 M,
[J) and untreated () wood chip degradation by T. versicolor. Each point
is the mean +standard deviation of four different experiments.

chips after 4 days. A similar pattern of activity was
observed during the first incubation days using propico-
nazole-treated wood chips (Fig. 3).

3.3. Wood extractives

Acetone extracts of wood were analyzed after 5 and 10
days of incubation in the presence of T. versicolor (Fig. 4).
The pattern of acetone wood extractives analyzed by
HPLC is dramatically altered in the presence of
T. versicolor. The amount of catechin, a major beech
acetone wood extractive, decreased, especially during the
first days of incubation. Similar decreases have also been
observed for other major components of beech-wood
extractives.
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Fig. 3. ABTS oxidizing activity produced during wood chip colonization
by T. versicolor. Each point is the mean+standard deviation of nine
different experiments.
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Fig. 4. Wood extractives (Fagus sylvatica) degradation by T. versicolor.
Acetone extraction was performed on wood chips incubated 0 days (A), 5
days (B), and 10 days (C) in the presence of T. versicolor.
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3.4. Wood extractives and laccases

Activity from 4 days colonized wood chips have been
extracted as described in the Section 2. The presence of
laccase activity has been confirmed by measuring oxygen
consumption both in the presence of ABTS or beech
extractives. Interestingly, oxygen consumption rates by
laccases were shown to be related to beech extractives
concentrations, reaching a value of 14.6 nmol/min in the
presence of 0.8 mg/mL of beech extracts. Beech extractives
modification by laccases was also confirmed by HPLC
analysis, which showed a strong alteration of beech
extractives after incubation in the presence of extracted
laccases (data not shown).

The direct oxidation of catechin by extracted enzymes
has also been demonstrated. In the presence of extracted
enzymes, a strong modification of the catechin absorption
spectrum was observed. A large increase of the detected
absorbance was measured in the 250-450nm region
(maximum at 400nm and an absorbance shoulder
peak at 450 nm), suggesting the oxidation of polyphenolic
compounds to the corresponding quinones. When the
incubation was performed in the absence of -either
extracted enzymes or catechin, modifications of the
absorption spectrum were not detected (data not
shown).

3.5. Induction of laccase expression

To test laccase induction, pumice stones were impreg-
nated with beech-acetone extracts and ABTS oxidizing
activities were measured in solid medium surrounding
stones. Control experiments were performed using pumice
stones impregnated with buffer only (Fig. 5). Laccase
activity was clearly induced by the presence of acetone-
beech extractives (around 50 pUI/cm? after 75 incubation
hours).
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Fig. 5. Induction of laccases by Fagus sylvatica wood extractives. Pumice
stones were used as inert support and were impregnated with (4) 50 mM
acetate buffer (pH 5.0) or (H) 0.6 mg/mL of beech extractives solubilized
in 50mM acetate buffer (pH 5.0). Each point is the mean+standard
deviation of three different experiments.

4. Discussion

Understanding the mechanisms used by white-rot fungi
for wood decay could be useful for designing new wood
preservative targets. We report in this paper that in solid-
state conditions, the initial stages of wood colonization by
T. versicolor, namely the first 10 days of incubation, are
associated with considerable laccase production and wood
extractives degradation. Analysis of enzyme production
revealed that in these conditions, peroxidases are not
involved in this first colonization stage. Peroxidase gene
expression in white-rot fungi is usually triggered by the
depletion of nutrient nitrogen, carbon, or sulfur, and the
expression of most of the ligninolytic genes is regarded as a
stress response to nutrient depletion (Keyser et al., 1978;
Tien and Kirk, 1988). At the beginning of the colonization
process, fungal growth probably occurs using nutrients
providing by the surrounding malt agar, preventing
nutrient depletion, and thus explaining the absence of
peroxidase activities.

In a similar way, hydrolytic activities have not been
detected during this initial stage. In filamentous fungi, a
majority of the genes involved in polymer breakdown are
repressed by the presence of easily available carbon
sources, such as glucose, and induced in the presence of
the substrate polymers (Aro et al., 2005). Glucose
repression also takes place very efficiently, and typically
overrides the induction of the genes. Again, the fungal
development from surrounding malt agar could explain
these low hydrolytic activities.

Interestingly, strong chitinase activity has been observed
in the presence of propiconazole-treated wood. Like other
triazol biocides, propiconazole is known to alter fungal
sterol synthesis, these sterols maintaining optimal fluidity
and structural integrity of membranes (Joseph-Horne and
Hollomon, 1997). The detected chitinase activity is linked
to enzymes involved in fungal cell wall synthesis (Rast
et al., 2003), which are probably over-expressed by the
fungus in order to limit the propiconazole effects. The data
obtained revealed the expected sensitivity of fluorescent
substrates used to detect hydrolytic activities (Courty et al.,
2005).

The initial stage of wood colonization by 7. versicolor is
associated with a sharp induction of laccase production;
this induction is not correlated with the colonization
process, since the same phenomenon was observed in
propiconazole-treated wood. These data suggest that
enzyme production is due at least in part to the mycelia
surrounding wood chips in malt agar. In T. wversicolor,
laccases are encoded by at least four genes (Necochea et al.,
2005). Pumice stones have been used to test the effects of
wood extractives on laccase gene expression. Clearly, wood
extractives are able to induce the expression of laccase
activities in T. versicolor and laccases are able to degrade
beech-wood extractives. It has been previously shown that
transcription of laccase genes in 7. versicolor is enhanced in
response to aromatic compounds such as xylidine (Bollag
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and Leonowicz, 1984; Couto et al., 2002), veratryl alcohol
(Mansur et al., 1998), and pyrogallol (Osiadacz et al., 1999).
The decay resistance of heartwood of naturally durable
wood species is expected to be mainly due to the amount
and type of extractives, especially of polyphenols, terpe-
noids, tropolones, and tannins (Dorado et al., 2001).
Tannins have antimicrobial properties and have been shown
to inhibit the growth of decay fungi, and several monomeric
aromatic compounds have also been shown to inhibit
growth of white-rot and brown-rot fungi (Highley and
Micales, 1990; Buswell and Eriksson, 1994). The induction
of laccases observed during the initial stage of wood
colonization by T. wversicolor could also be explained by
the presence of aromatic compounds in beech-wood
extractives, suggesting a detoxification function for laccases.

Wood degradation by white-rot fungi is a complex
phenomenon involving a complex set of extracellular
enzymes (Martinez, 2002; Rabinovich et al., 2004). The
role of different enzymes in this process is only partially
understood. In this study, we have shown that the initial
stage of wood colonization on malt agar starts with wood
extractives degradation. This degradation is mediated at
least partially by laccases and not by peroxidases. In
particular, we demonstrate that the polyphenolic catechin,
one of a major compound of beech extracts, is a substrate
of laccases. Further experiments are required to investigate
the role of various laccase isoenzymes in wood-extractives
degradation and to understand the complex regulation of
these extracellular enzymes involved in wood degradation.
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ABSTRACT

HPLC evolution of beech wood extractives was investigated with or without exposure to
Coriolus versicolor during one month. The nature and the quantity of extracts depends on the
extraction conditions, but were also strongly influenced by the wood drying temperature and
time leading to an important modification for higher drying temperature. After two weeks of
exposure toCoriolus versicolor, results showed that catechin initially present in beech wood,
was totally degraded, while other new products appeared. Impregnation of propiconazole before
exposure to Coriolus versicoloresults in total inhibition of catechin degradation allowing its use

as tracer of wood degradation.

Keywords: Catechin, HPLC, Biomarker, Fungal wood decay.

1. INTRODUCTION

One of the main fields of investigation of our laboratory deals with wood preservation,
particularly by chemical or physico-chemical treatments versus roting fungi. This kind of
research always involves in vitro evaluations of the processes biological efficiency which have to
be carried out following standard procedures described in the serie of European Norms like the
EN 113 for the white or brown rots and ENV 807 for the soft rots. A very unconvenient point of
these norms lies in the cultures long time duration before measuring the weight loss of wood
samples, the only parameter allowing to quantify the influence of a treatment on the fungal
decay. Depending on the rot type and wood species targeted in the norm, the experiment time
can be extended to 16 weeks. In some cases, this time can appear as excessive when the purpos
of an experiment is not to get a big amount of quite reliable results but only to check rapidly a
scientific idea or theory validity.

Therefore, it seemed highly suitable to develop a method able to indicate rapidely the trend of
treatment effects, providing early stage feedback informations thus confirming a good
investigations direction or, at the opposite, forcing a strategy change for the further experiments.

The High-Performance Liquid Chromatography detection and titration of specific biomolecules
could be a convenient answer to the criteria exposed before and in this area, several possibilities
had to be considered. Actually, two main approaches were reported in previous studies.

In a first category, biomarkers of the fungal cellular growth were investigated. Thus, the chitin
from brown rot and soft rot fungi has been determined through glucosamine titration. Since this
polymer is the cell wall main component for every fungi, its measurement has been then
correlated with the fungal biomass production and thereby with the decaying activity (Nilsson
and Bjurman 1998).

Because of its important occurrence in the membrane of various kinds of mycetes, ergosterol
could also be used as a good indicator of a plant tissue colonization. Moreover, it seems possible
to relate the measured concentration to an instantaneous fungal growth rate (Gessner and Schmitt
1996).



A second and apparently obvious approach would be to monitor the generation of wood
polymers derivatives due to the decaying processes. The degradation mechanisms of wood lignin
and polysaccharides have been extensively studied, particularly in the case of the polyaromatic
compounds because of the potent industrial applications of their destruction. For example, these
enzymatic reactions could lead to an interesting enhancement of kraft pulp bleaching (Buchert

al. 2002) or could even act as depolluting agents against xenobiotics, most of them having an
halogenated aromatic structure (Towe al.1997, Rabinovitcher al. 2004). It has been
demonstrated that several types of extracellular enzymes are generally involved in the lignin
degradation process : the peroxidases (ligninase, manganese peroxidase) and oxidases (laccases
but, despite all these studies and knowledges, no lignin specific degradation product has been
clearly identified. On the other hand, the effects of lignolytic enzymes on smaller molecules than
the real wood biopolymer are better known. These smaller molecules are not covalently bound to
the polymeric shape of the wood and can be collected by extraction with various solvents,
depending mainly on their polarity. They are therefore called wood extractives and are
constituted by a wide range of precursors, intermediates and by-products of the wood
metabolism. Action of lignolytic enzymes on the extractives can produce some characteristic
compounds like the 2,6-dimethoxy-para-benzoquinone and dehydrodisinapic acid dilactone
obtained by the sinnapic acid oxidation (Lacki and Duvnjak 1997), veratrole formation which
seems to be trivial either by phenylalanine deamination and metabolisation or from alternative
sources including phenylpropanoid derivatives (Rabinovitch et al. 2004) like matairesinol.

The enzymatic systems can also need some mediators to extend the range of chemicals oxidized
and the rate of oxidation. Such mediators could play the marker role as specific messengers of
the enzymatic decaying activity. The veratryl alcohol, involved in numerous reactions of lignin
degradation process (Sutherland and Aust 1996), could be a good candidate and should be found
in the common extraction fraction because of its aromatic structure.

Among all these possibilities, catechin, a quite known extractive has been selected for this study
with the aim of correlating its abundance to the wood durability versus a white rot fungus attack.
This choice was presenting several advantages : catechin is frequently found in numerous wood
species, owns UV absorbance properties allowing a convenient detection by classical liquid
chromatographic chains and finally, is known to be degraded by enzyme preparation from
Coriolus versicolor (Archambault et al. 1996)

2. MATERIALS AND METHODS

2.1. Organism

The white-rot basidiomycete used in this study was Coriolus versicoloultures were grown on
plates with malt-agar slant stored at 4°C.

2.2. Chemicals

Methanol (HPLC grade), TFA (trifluroacetic acid) and catechin were purchased from Sigma.
Water was distilled then deionised with Ultra — Pure water system. Acetone was distilled with
KMnO4before use.

Protocatechuic acid, vanillic acid, catechin, vanillin, syringic acid, coniferaldehyde, synapic
acid, 2,6-dimetoxybenzoquinone, 3,5-dimetoxybenzaldehyde were kindly provided by Crittbois,
Epinal-FRANCE



2.3. Solid state cultures on wood

Beech wood Kagus sylvatica) blocks (15 x 5 x 25mm) in radial, tangential and longitudinal
directions respectively were dried at 55°C for 48h and weighed. Sterile culture medium
(20ml),prepared from malt (40g) and agar (30g) in distilled water (1.0 L), were placed on 9.0 cm
Petri dishes, inoculated with fungus and incubated for 1 weeks at 22°C and 70% HR to allow
colonization of medium by the mycelium.

Five U.V. sterilized blocks (treated or untreated) were placed in each Petri dish under sterile
conditions. Incubation was carried out at 22°C under controlled humidity conditions of 70%

2.4. Extraction

After the time of exposure, the blocks were grown and the sawdust (3 g) were Soxhlet extracted
with acetone for 6 h. The solvent was evaporated to dryness and the extracts were weighed.

2.5. Decay tests

Five wood block replicates were put in the Petri did&cay resistance was studied using a malt
agar plate decay test which is a modification of the standardised EN 113 test. The wood blocks
were dried at 55°C for 48 h, weighed and impregnated by vacuum with a propiconaZdi (10

in ethanol.The wood specimens were treated with ethanol as aotofbhese wood blocks were
placed on a pure culture of a white-rot fung@sriolus versicolor.. The incubation time was 4
weeks, every five day the wood blocks were cleaned of fungal residue, drietCato5%18 h

and re-weighed. The weight loss of the wood blocks during the incubation was expressed in
relative mass loss [(loss in mass/initial dry mas&p8%].

2.6. Chromatographic apparatus and conditions

High-performance liquid chromatography (HPLC) were performed on a Waters system equipped
with a system controller 600E, a manual injector system and a Waters 2996 photo diode array
(PDA) detector. Data were recorded on a 200nm to 400nm range, the presented chromatograms
being extraction at 280 nm of the whole data collected. All injections were 20ul in volume. The
measurements were obtained on a Supelco Discovery C18 column(250X4,6mm i.d) at 30°C. The
solvents used for this separation were solvent A ( water containing 0,05% of trifluroacetic acid)
and solvent B ( Methanol containing 0,05% of TFA), the flow is 1ml/min. Elution was achieved
with gradient of solvents A and B as described below (Table 1):

Table 1 : eluent composition

Time [min] Water Methanol
+0.05 % TFA +0.05 % TFA
0 100 0
5 95 5
45 70 30
60 30 70
65 0 100
70 100 0
80 100 0




3. RESULTS

3.1. Definition of drying conditions

The first step of this study was to define precisely the best sampling method. Indeed, despite the
commonly admitted fact that the wood samples drying temperature is a crucial parameter for the
extractives integrity, the usual norms are indicating 103°C during 18 until 24 hours to insure a
complete water removal and in this manner, reproducible mass loss measurements. However,
with the aim of detecting and titrating natural and thermal sensitive chemicals, it seemed to be
interesting to define the mildest conditions possible to avoid any source of marker amount
variation due to the experimental manipulations.

The extractives obtained from the wood beech with and without drying step at 103 °C have been
injected in the chromatographic system to provide the following chromatograms at 280 nm (Fig.
1 and 2).
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Figure 1: Chromatogram at 280nm of undried wood beech acetonic extractives
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Figure 2: Acetonic extractives chromatogram at 280nm of wood beech dried at 103°C

A very clear difference has been observed between these two analysis. Even many of the
compounds detected in the chromatogram 2 have been identified, most of them were not present
in the extractives obtained without drying the wood (fig. 1) and concerning the products
determined in both cases, 2,6—-dimethoxybenzoquinone and catechin, the measured
concentrations were highly different.



Several attempts have been then carried out to find the optimal temperature and time of drying
process allowing simultaneously to reach the usual dehydratation level without degrading the

extractives. Beech blocks dried at 55°C during 48 hours have showed a water weight loss similar
to the one usually obtained with the heating at 103°. Their acetonic extractives have leaded to the
following chromatogram (fig. 3).
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Figure 3: Acetonic extractives chromatogram at 280nm of wood beech dried at 55°C

Without having a perfectly identical profile with the reference chromatogram, the HPLC analysis
of the acetonic extractives obtained after a mild drying, has exhibited a very similar look,
meaning that the new conditions were much more respectful of the chemicals. Particularly, the
catechin signal seemed to be unalterated and remained one of the most important component in
terms of amount, allowing a good stability and a relatively intensive response at the UV
detection.

To validate definitely the new drying conditions, experiments have been carried out to check
whether the durability of the blocks treated in these conditions was similar to the durability
evaluated with the high temperature treated blocks (fig. 4).
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Figure 4: Influence of the blocks drying temperature on the beech durability ¢engusicolor

The very good similarity observed between these three curves has showed that the extractives
analysis of the mild dried blocks should be directly comparable with the results usually obtained
by tests complying with the exact norms conditions.



3.2. Extractives evolution under fungal action

Two series of beech blocks have been then placed eftsicolor culture for a maximum
duration of 30 days. These blocks were differently prepared : one half was impregnated with a solution
(10% M) of propiconazole, a powerful fungicide while the rest was not treated. In this manner, it was
expected that the untreated blocks extractives submitted to the fungal action would be modified and
degraded when the extractives of propiconazole protected blocks would remain unchanged, particularly
concerning catechin.

Drying, weight loss measurement, grinding, extraction and chromatographic analysis
were performed every 5 days for both blocks series. The 5 and 30 days chromatograms are
presented below (Fig.5-8)
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Figure 5: Acetonic extractives chromatogram at 280nm of beech blocks after 5 days

on C. versicolor culture
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Figure 6: Acetonic extractives chromatogram at 280nm of beech blocks after 30 days

on C. versicolor culture
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Figure 8: Acetonic extractives chromatogram at 280nm of propiconazole impregnated beech blocks

after 30 days ort. versicolor culture

A direct interpretation was very difficult because of the difference between the chromatographic
profile of each analysis. However, in the case of the propiconazole protected blocks (Fig. 7 and
8), it was possible to recognize the reference acetonic extractives profile with two additional
peaks, growing with the experiment time, just before and after the catechin signal which
remained constant. These two new signals could be attributed to fungal enzymatic mediators,
produced in reaction to the fungicide presence.

At the opposite, considering the unprotected blocks analysis (Fig. 5 and 6), the catechin peak
intensity was decreasing along the time. This trend was confirmed by the catechin concentration
evolution determined taking account of every injections (Fig. 9) :
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Figure 9: Catechin amount evolution for control and propiconazole protected blocks
exposed toC. versicolor

The curve describing the evolution of catechin amount for the protected blocks, has shown that a
complete protection of wood against fungal activity leaded to an approximately constant value

after a slight decrease during the first days while the unprotected blocks curve was very

different, reaching the zero value after 15 days.
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Figure 10: Mass loss measurements for control and propiconazole protected blocks
exposed toC. versicolor

By comparing the general aspect of the catechin curves with the mass loss measurement curves
(Fig. 10) obtained with the same blocks, it was clear that these two parameters evolutions were
completely opposite, validating indeed the statement of a possible early wood decay biomarker
role for catechin.

4. CONCLUSION

The present work demonstrates clearly that, qualitatively, a correlation is existing between the
decrease of catechin amount in the extractives composition and the fungal decay level of a beech
wood block. Since the determination of catechin is very a convenient process to perform with a



HPLC-UV system, it could be considered like a fast and reliable method to quantify the
influence of any treatment aiming the improvement of wood durability

Other experiments are in progress to measure the catechin level corresponding to partial
protection by using solutions in weaker concentrations of propiconazole to impregnate the
blocks. Long duration experiments are also performing to try to correlate the mass loss after 16
weeks and the catechin rate after a short period, 15 days for instance.
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Caractérisation HPLC de marqueurs permettant de prévoir I'évolution de certaines
propriétés macroscopiques du bois lors de différents processus de dégradation

Résumeé : L’identification de marqueurs susceptibles de mettre en évidence et quantifier
I'altération du bois par différents agents de dégradation peut présenter un grand intérét dans la
mise au point de méthodes de contrdle du matériau. Dans la premiére partie de ce travail, la
caractérisation et le dosage des composés extractibles de deux essences non durables, le hétre
et le chéne soyeux, exposées a différents champignons de pourritures blanches ou brunes
préalablement traitées ou non avec du propiconazole a été effectué. L'évolution de la quantité
et de la nature des extractibles dépend directement de la présence du biocide et permet de
différencier clairement les éprouvettes en fonction du taux de dégradation de ces derniéres.
C’est le cas notamment de la catéchine présente dans les extraits de hétre, qui disparait
rapidement lorsque le bois est exposé a un agent de pourriture et qui peut a ce titre constituer
un marqueur de l'attaque du bois. Dans la seconde partie de ce travail, I'évolution de la
composition chimique du bois traité par pyrolyse douce a 240°C sous azote a été étudiée. Bien
gue les résultats obtenus confirment en grande partie ceux décrits préecédemment dans la
littérature, le dosage des différentes fractions du bois (lignine et holocellulose) et I'analyse
des monosaccharides constitutifs de la fraction holocellulose du bois ont permis de mettre en
évidence un important phénoméne de carbonisation rapporté jusqu’a présent pour des
températures plus élevées. Ce phénoméne confirmé par-®Miut étre & l'origine de
certaines des nouvelles propriétés du matériau.

Mots clés :bois, catéchine, champignons de pourritures, extractibles, marqueur, holocellulose, HPLC, lignine de
Klason, monosaccharide, traitement thermique, RN, carbonisation

HPLC characterization of markers allowing evaluation of some wooanacroscopic
properties during various degradation processes

Abstract: The identification of markers able to highlight and quantify wood deterioration by
different degradation agents can be of great interest in the development of material control
methods. In the first part of this work, the characterization and the quantification of the two
non durable wood species extractives, beech and silky oak, treated or not with propiconazole
and exposed to various white rot or brown rot fungi were carried out. The evolution of the
guantity and the nature of extractives depend directly on the presence of biocide and allowed
to clearly differentiate degraded and non-degraded samples. This is particularly true in the
case of catechin identified in the extracts of beech, which is rapidly degraded by rotting fungi
constituting therefore a valuable marker of wood degradation. In the second part of this work,
the evolution of the chemical composition of wood treated by mild pyrolysis at 240°C under
nitrogen was investigated. Although the results mainly confirm those described previously in
the literature, isolation of lignin and holocellulose fractions and analysis of monosaccharides
constitutive of holocellulose fraction highlighted an important carbonization of wood reported
up to now for higher temperatures. This phenomenon is confirm&CHYMR and could be

at the origin of some of the new properties of the material.

Keywords: wood, catechin, rotting fungi, extracts, marker, holocellulose, HPLC, Klason lignin,
monosaccharide, heat treatméf; NMR, carbonization
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