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Introduction générale

Les matériaux « biosourcés » présentent une solution de premier choix pour réduire la
production de gaz a effet de serre et lutter contre le réchauffement climatique. En effet,
depuis plusieurs années, I'utilisation du bois en tant que matériau de construction pour la
réalisation de batiments et ouvrages a haute qualité environnementale est en constante
augmentation. En effet, le bois posséde de nombreux avantages, sur le plan technique (faible
conductibilité thermique, résistance mécanique, faible densité, ...) et sur le plan économique.
Il bénéficie également d’'une image de matériau « écologique » d’origine naturelle, provenant
d’une ressource renouvelable, dont la mise en ceuvre est peu consommatrice d’énergie.
Cependant, de par sa formation naturelle, le matériau bois reste sensible aux facteurs
environnementaux et aux agents biologiques de dégradation. Par conséquent, il est
indispensable d’avoir recours a des systemes de protection, afin de garantir une durée de vie

optimale et conforme aux attentes des utilisateurs, des ouvrages en bois extérieurs.

L’amélioration de la durabilité du bois vis-a-vis d’agents de dégradation biologiques pour une
utilisation en milieu extérieur en classe d’emploi 3 ou 4, s’effectue classiqguement par
imprégnation en profondeur de conservateurs synthétiques conférant au bois une meilleure
durée devie. La créosote, le lindane, la dieldrine, le pentachlorophénol ou I'arséniate de cuivre
et de chrome (CCA) ont été utilisés par le passé pour protéger le bois et autres matériaux
lignocellulosiques des attaques de termites et des agents de pourritures du bois. D’autres
produits moins toxiques comme des pyréethres, triazoles ou carbamates ont été proposés plus
récemment. Cependant beaucoup de ces produits ont été interdits ou restreints d'utilisation
en raison de leur toxicité pour I'homme et I'environnement (Chang et al., 2001 ; lacobellis et

al., 2004 ; Cheng et al., 2007).

Des traitements plus récents mais plus onéreux, basés sur des systémes de cuivre en phase
aqueuse associés a des fongicides organiques et/ou des ammoniums quaternaires, ont été mis
au point et sont aujourid’hui principalement utilisés dans le pays de I’'hémisphére nord
(Schultz et al., 2007). Diverses solutions impliquant des traitements non biocides comprenant
principalement des traitements thermiques ou des modifications chimiques du bois sont

également proposées (Gérardin, 2016).

Une autre possibilité pourrait consister en I'exploitation des matieres extractibles présentes
naturellement dans les essences de bois a haute durabilité naturelle. Par conséquent, de
nombreuses études ont porté sur des matieres actives alternatives dérivées de matieres
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premieres naturelles et renouvelables (Verma et al., 2009 ; Torres et al., 2003 ; Onuorah,
2000 ; Céspedes et al., 2005 ; Kadir et al.,2014). Ces études se sont concentrées sur les
matieres extractibles du bois, dont certaines ont des propriétés comparables a celles des
agents de conservation synthétiques (Isman et Machial, 2006). Certaines essences de bois
résistent naturellement aux attaques des termites en raison de leur forte teneur en composés

extractibles qui font partie de leurs systémes naturels de défense (Verma et al., 2009).

Ces mécanismes de défense sont typiquement effectués par la sécrétion de produits
chimiques actifs (huiles, résines ou composés phénoliques), réduisant la capacité des termites
a coloniser le bois et a digérer efficacement la cellulose (Osipitan et Oseyemi, 2012). De
nombreuses études ont démontré qu'il est possible de valoriser les essences de bois a haute
durabilité naturelle par I'extraction des composants actifs responsables de la durabilité
(Sogabe et al., 2000 ; Arihara et al., 2004). D'autres auteurs ont montré que les huiles
essentielles de différentes plantes possédaient des propriétés antitermites et antifongiques
(Changetal., 2001 ; Arras et al., 2001 ; Chang et Cheng, 2002 ; Sakasegawa et al, 2003 ; Chebli
et al., 2003 ; Cheng et al, 2003 ; Park et Shin, 2005, El Ajjouri et al., 2010). Verma et al (2009)
rapportent que les huiles essentielles de différents arbustes étaient souvent toxiques pour le
termite souterrain formosan Coptotermes formosanus Shiraki. Cheng et ses collaborateurs
ont également démontré que les huiles essentielles de bois et de plantes avaient une tres
forte activité répulsive et toxique contre les termites souterrains du formosan en raison de la
présence de composés volatils. Il a été prouvé que les monoterpénes végétaux sont tres actifs
contre les termites de C. formosanus (Cornelius et al., 1997). D'autres produits naturels tels
gue les flavonoides (Boue et Raina, 2003), les sesquiterpenes (Arihara et al., 2004 ; Kinyanjui
et al., 2000) et les thiophénes (Fokialakis et al., 2006) isolés de différentes espéces d’arbres et
de plantes ligneuses se sont également avérés efficaces contre les termites et champignons

lignivores.

Aucoumea klaineana Pierre (Okoumé), Canarium schweinfurthii Engl (Aiélé), Dacryodes
buettneri H.J. Lam (Ozigo) et Dacryodes edulis (G. Don) H.J. Lam (Safoutier) de la famille des
Burseraceae sont des essences endémiques au Gabon et sont tres répandues dans les
différentes régions géographiques du pays. Ces arbres produisent des oléorésines en quantité

abondantes et contiennent de fortes proportions de composés aux propriétés antioxydantes
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in vitro, antibactériennes efficaces contre tout un ensemble de bactéries et antimicrobiennes

dans leurs huiles essentielles (Obame et al., 2007, 2008, 2009 ; Koudou et al., 2005, 2009).

L'insuffisante ou I'absence de données scientifiques sur les propriétés termicides et fongicides
des oléorésines des trois essences C. schweinfurthii, D. buettneri et D. edulis du Gabon nous a

conduit a nous y intéresser.

L'objectif général de ce travail porte sur la valorisation des huiles essentielles extraites a partir
des oléorésines, ainsi que leurs résines brutes elles méme pour leurs potentielles utilisations
dans la synthese de formulations de protection du matériau bois contre les termites et les
champignons de pourritures, produits qui sont biodégradables et moins nocives vis-a-vis de

I’environnement.
Les objectifs spécifiques de cette étude se focalisent sur les activités suivantes :

v’ La caractérisation chimique des différentes fractions des oléorésines d’A. klaineana, C.
schweinfurthii, D. buettneri et D. edulis ;

v L’étude des activités antifongiques vis-a-vis de quatre type de pourritures du bois et
antitermites contre I'espece Reticulitermes flavipes, de ces différentes fractions de
résines ;

v' L'apport des différentes fractions des résines des quatre essences dans I"lamélioration
des performances de résistance des éprouvettes de bois contre les champignons de
pourriture et les termites.

v L’effet de I'association de nos fractions avec le Tébuconazole dans I'amélioration des

blocs de bois vis-a-vis de ces deux types d’agents de dégradation.

La présente these se subdivise en trois parties. La premiere partie traite de I'état de 'art, elle
présente le bois et ses caractéristiques ainsi que les dégradations auxquelles il est soumis lors
d’un usage en conditions extérieures, parle également du contexte forestier gabonais, puis

des oléorésines et des huiles essentielles issues des différentes essences étudiées.

La deuxieme partie, est quant a elle consacrée aux différents protocoles expérimentaux mis
en place ainsi qu’aux matériels utilisés. Elle présente les extractions des différentes fractions
et 'appareillage utilisé pour la caractérisation chimique, a savoir la chromatographie en phase
gazeuse couplée a la spectrométrie de masse, puis I'évaluation des propriétés antifongiques
et antitermites des oléorésines d’A. klaineana, C. schweinfurthii, D. buettneri et D. edulis sur
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qguatre champignons de pourritures du bois (Coriolus versicolor = Trametes versicolor,
Pycnoporus sanguineus, Poria placenta = Rodhonia placenta et Coniophora puteana) et des
termites (Reticulitermes flavipes). Cette partie présente également le traitement du bois par
imprégnation des différentes fractions des quatre essences et leur mise en contact avec des
agents de dégradation du bois donc les termites et les souches fongiques en nous inspirant
des normes européennes. Elle traite a la fin, de I'étude de I'apport de I'association du
Tébuconazole a trois de nos fractions sur les blocs de bois vis-a-vis des agents de dégradation.
Certains blocs de bois imprégnés suivent le processus de lessivage, en respectant également

une norme.

Enfin, la troisieme partie présente les résultats et discussions concernant les analyses
chimiques des différentes fractions des quatre essences, leurs activités antifongiques et
antitermites, les améliorations qu’elles apportent sur la durabilité des blocs de bois traités vis-
a-visdes agents de dégradation et I'effet de I'association de ces fractions avec le Tébuconazole

sur le bois traité, lessivé ou non, contre les champignons et les termites.

Au terme de ce manuscrit, une conclusion générale propose une synthése de I'ensemble des
résultats des différents tests réalisés lors de nos travaux ainsi que les perspectives a venir liées

a l'utilisation des oléorésines dans le domaine de la préservation du bois.

En annexe 1, se trouve un article publié dans le journal Holzforschung, présentant les résultats
des différents tests, a partir des trois fractions de Dacryodes edulis, sur les termites et les

champignons de pourriture.
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I. Le bois : structure, durabilité et biodégradation

Le bois est un matériau d’origine végétale, composé de tissus cellulaires présentant des tissus
hétérogenes et organisés. Les deux grands groupes d’arbres (résineux et feuillus) se
distinguent tres nettement a I’échelle anatomique. Du point de vue chimique, le bois est
essentiellement constitué de trois familles de macromolécules (cellulose, hémicelluloses et

lignine) et d’extractibles dans une moindre quantité.

Toutefois, malgré ses nombreuses qualités, le bois est un matériau sensible aux agents
biologiques de dégradation. Ces agents, qu’ils soient des insectes xylophages, a I’état de larves
ou d’adultes, ou des champignons, dégradent la cellulose, les hémicelluloses et la lignine afin
d’assurer leur developement. Les dommages qui en résultent se traduisent par une perte des

propriétés esthétiques et/ou mécaniques du matériau.

La durabilité naturelle du bois correspondant a son aptitude a résister a la biodégradation en
I'absence de tout traitement de préservation est extrémement variable d’'une essence a
I'autre. Elle dépend de plusieurs parameétres. Il existe une relation entre la teneur en
extractible et la densité du bois et sa durabilité naturelle. L'emploi du bois dans une situation

donnée est étroitement lié a sa durabilité naturelle et un traitement peut étre superflu.

La préservation du bois se fait par plusieurs procédés de traitement et types de produits
chimiques, selon les applications et le niveau de protection requis. Dans ce chapitre, nous
présenterons d’abord les caractéristiques du bois et les risques auxquels celui-ci est exposé
lors d’'une utilisation en milieu extérieur. Ensuite, nous exposerons les différents produits de
préservation utilisés pour conférer une durabilité au bois en usage extérieur, puis les
alternatives proposées a ces produits faisant suite a la mise en place de la Directive Biocide en
1998 par I'Europe. Enfin les utilisations des extractibles et huiles essentielles comme agent de

préservation du bois seront présentées a la fin du chapitre.

I.1. La structure anatomique du bois
L’arbre est organisme du regne végétal, appartenant a 'embranchement des spermaphytes
(plantes a graines). Ces spermaphytes ligneux se distinguent par deux sous-embranchements,

a savoir les gymnospermes (graines nues) et les angiospermes (graines inclues a l'intérieur
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d’un fruit), plus communément appelées feuillus et résineux. Le bois constitue en lui seul, la
plus grande partie du tronc et des branches de I'arbre. D’apres la norme NF B 50-003, le bois
est un « ensemble de tissus résistants secondaires (de soutien, de conduction et de mise en

réserve) qui forment les troncs et racines des plantes ligneuses ».

I.2. La structure macroscopique du bois
Un arbre est composé de racines, d’un tronc et d’une couronne (c’est-a-dire les branches, les
rameaux et les feuilles). Les racines sont des structures souterraines responsables de
I'absorption d’eau et des nutriments minéraux dans I'arbre. Elles permettent un ancrage
mécanique poussé et le stockage des composés biochimiques. Nous nous intéresserons en
particulier au tronc qui, notamment, exerce trois fonctions ; la conduction de la séve brute
des racines vers les branches, le soutien de I'ensemble de I'arbre contre son poids et des forces
extérieures telles que les intempéries, et la réserve des substances nutritives comme I'amidon

(Wood Handbook, 1999 ; Rowell, 2012).

La section d’un tronc d’arbre (figure 1) est hétérogene, par la présence de différents tissus du

cceur de I'arbre jusqu'a sa périphérie.

v' Le duramen, ou bois de cceur, est constitué majoritairement de cellules privées de
fonction biologique qui forment la masse principale de I'arbre et assurent son
maintien. La paroi des cellules du duramen est imprégnée de tanins et de colorants qui
lui conferent une couleur plus foncée et dont la nature est variable en fonction de
I’essence. Le duramen est la partie du bois la plus résistante vis-a-vis des agents
biologiques de dégradation (Bamber, 1987 ; Rowell, 2012).

v" L'aubier est la portion la plus claire, et constitue la partie vivante du bois. Les cellules
y sont métaboliquement actives et permettent de transporter la séve brute des racines
jusqu’aux feuilles. De plus, I'aubier contient des éléments nutritifs nécessaires au
développement de certains agents biologiques qui dégradent le bois (Rowell, 2012 ;
FCBA 2013).

v' Le cambium est la partie de I'arbre ol se produit la croissance par le phénoméne de la
division des cellules génératrices afin d’accroitre le diamétre de I'arbre. Cette couche
cellulaire est invisible a I'ceil nu et produit des cellules a la fois vers 'intérieur de I'arbre

(aubier) et vers I'extérieur de I’arbre (le liber) (Rowell, 2012 ; FCBA 2013).
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v L’écorce, partie extérieure du tronc, assure la protection de I'ensemble du bois. Elle
est constituée du liber, qui est un tissu ou circule la séve (substances nutritives)
élaborée a partir des feuilles vers les racines, et est également composée de liege ou

suber, qui a un role de protection (Rowell, 2012 ; FCBA 2013).

Entre I'aubier et le liber se trouve le cambium, qui est un méristéme secondaire. Le cambium
permet la formation de nouvelles cellules de bois vers l'intérieur et de nouvelles cellules de
liber vers I'extérieur. L’origine des cernes produits annuellement provient de I'anneau cambial
qui assure I'accroissement en diametre d’un arbre. La croissance saisonniere du cambium, en

zone tempérée est plus active au printemps ou en été qu’en automne ou en hiver.

Aubier

Liber
Phelloderme,
Phellogéne et suber

Figure 1: Coupe transversale d’un tronc d’arbre
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CLT

Figure 2: Description des trois plans de coupe : transversal (CT), longitudinal radial (CLR) et
longitudinal tangentiel (CLT)

Les résineux et les feuillus ont des structures anatomiques différentes. Chez les feuillus, les
cellules spécialisées assurent différentes fonctions: les fibres libriformes et les fibres
trachéides assurent la résistance mécanique, tandis que les vaisseaux assurent le transport de
la seve brute. Chez les résineux, les cellules de parenchyme et des trachéides forment un plan
ligneux homogene. Les trachéides, représentent 90% des cellules, ils assurent les fonctions de

soutien mécanique et de conduction de la séve.

W 8 B ; '} L §¥ ra
I Bois de printemps ‘e :t_.a.\‘
. (Annéen +1) 4 LS o~ --?1- Bois de printemps
h{l':(\ ! Année n+1
1 : )\

SRR H A » T

Bois d'éte

Annéen

Figure 3: Observation microscopique de coupes transversales de bois de chéne (droite) et de Pin
sylvestre (gauche) (Pignolet, 2008)
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1.3. Ultrastructure d’une cellule de bois et parois cellulaire
Le bois est un empilement de cellules, ces cellules sont constituées d’une paroi cellulaire et
d’un espace vide appelé lumen. Cette paroi cellulaire se subdivise en plusieurs couches ( figure
4) : la lamelle moyenne ou couche intercellulaire qui soude les cellules entre elles, et la paroi

cellulaire, qui est subdivisée en parois primaire et secondaire.

v La couche intérieure de la lamelle moyenne est la paroi primaire (0,1 um d’épaisseur).
Cette paroi, constituée par une orientation aléatoire de microfibres de cellulose, est
fine et généralement non-distinguable de la lamelle moyenne. Son épaisseur varie de
0,5 a 1,5 um, elle est plus mince dans le bois initial que dans le bois final

v La paroi secondaire est composée de trois couches, se différenciant principalement
par la différence d’angle que fait I’hélice des microfibres par rapport a I’axe principale
de la cellule. En fonction de la disposition des couches, le volume de lumen diminue
progressivement. La premiére forme de paroi secondaire est adjacente a la lamelle
moyenne (figure 4, Si1). Cette couche est fine et caractérisée par un angle large des
microfibres (50-70°). La seconde couche S;, formée a l'intérieure de la premiere,
détermine les propriétés des cellules ainsi que celles du bois a I’échelle macroscopique.
Cette couche est caractérisée par un faible taux de lignine et un angle faible des
microfibres supérieur a 70° et posséde le plus faible pourcentage de lignine (Wood

Handbook, 1999 ; Rowell, 2012).
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S Paroi secondaire
Lamelle moyenne

Angle des microfibres de cellulose

Paroi primaire

Figure 4: Représentation schématique des différentes couches de la paroi cellulaire
(Kretschmann, 2003)

I.4. Composition chimique du bois
La composition chimique du bois présente une grande hétérogénéité. Sa paroi cellulaire est
constituée de polysaccharides (cellulose, hémicelluloses et pectines) et de polymeres
phénoliques (lignines) dont la composition varie entre les essences (feuillus et résineux). En
effet, chez les résineux, la teneur en lignine est plus élevée que chez les feuillus (tableau 1). A
part ces macromolécules, on y trouve également d’autres substances, telles que les tannins,

des résines, des cires et des sels minéraux (calcium, magnésium et sodium).
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Tableau 1: Composition macromoléculaire des especes résineuses et feuillues en
pourcentage massique

Composé Résineux Feuillus
Cellulose 40-45% 38-49%
Hémicellulose 7-14% 19-26%
Lignine 26-34% 23-30%
Extractibles <2% <2%

l.4.a. La cellulose

La cellulose est le biopolymére le plus abondant a la surface de la terre. La cellulose
découverte par Anselme Payen en 1838, a fait 'objet de plusieurs études, notamment de
multiples aspects physiques et chimiques. Il s’agit d’'un polymere linéaire de haut poids
moléculaire composé d’unité B-D-glucopyranose liées par des liaisons covalentes glucosidique
(1—=>4). La cellulose est formée de motifs de cellobiose constitués de deux unités de sucre
(figure 5). Le degré de polymérisation (DP) differe selon I'origine de la cellulose ; sa valeur peut
varier de quelques centaines a quelques dizaines. Pour exemple,le coton a un DP d’environ

10 000 et celui du bois est inférieur a 5000 (Klemm et al., 1998 ; Navi et Heger, 2005).

Les molécules de cellulose sont aléatoirement orientées et ont tendances a former des liaisons

Cellobiose
7
CH,OH OH —_—
HOHO 2 HO o 0
o) HO OH
OH CH,OH OH

Anhydroglucopyranose

Figure 5: Structure de la cellulose

hydrogénes intra et intermoléculaires (figure 6). Lorsque la densité de molécules de cellulose
augmente, des régions cristallines se forment. Ainsi, seuls les hydroxyles de surface de la

cellulose cristalline sont accessibles pour I'eau et les micro-organismes. A l'inverse, la majorité

13
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de la cellulose non-cristalline est accessible, cependant une partie est recouverte a la fois par

de I'hémicellulose et par de la lignine, ce qui réduit son accessibilité (Rowell, 2012).

= -I 5 i, .-:l
HO— HO=F ,
':'-“..-" 7"» ."' 'h"-.-"' - "-.ﬂ __.':' .
|__=_' .- -. =
-_|| H- "‘H. CiH Pl

's. '._ "'-\. -\.-"- ’ kY .I::
o [\ ,V\‘ ._-r\ -.-__.:.--__-.b_, ",
|_-||| "-l- I:"-

Figure 6: Liaisons hydrogene intra et intermoléculaires de la cellulose

1.4.b. Les hémicelluloses

Les hémicelluloses représentant 15 a 30% du bois selon I'essence considérée sont des familles
d’hétéropolysaccharides constitués de différents hexoses et pentoses (principalement et
respectivement, glucose, mannose, galactose et xylose, arabinose) et d’acides uroniques. lls
présentent un degré de polymérisation moyen de I'ordre de la centaine (150-200). Les bois de
feuillus contiennent plus d’hémicelluloses que les résineux, relativement a leur taux de lignine
et de types différents : 15 a 30% de glucuronoxylanes (xylanes) et de 2 a 5% de glucomannanes
(E. Sjostrom, 1993). Les glucuronoxylanes sont des chaines de B-D-xylopyranoses, d’un degré
de polymérisation avoisinant 200, et tres acétylées (7 groupes acétyles par unité de xyloses)
et d’un résidu d’acide glucuronique O-méthylé pour 10 unités de xylose (E. Sjostrom, 1993).
Les hémicelluloses des résineux sont des chaines d’environ 20% de galactoglucomannanes et
de 5 a 10% d’arabinoglucuronoxylanes. Leur base est composée de B-D-glucopyranose et
d’unités de B-D-mannopyranose. Deuxtypes sont alors décrits par rapport a leur ratio
galactose : glucose : mannose, qui peut étre de 0.1:1 :4 ou de 1 :1 :3. Les groupes Oacétyle
sont présents avec une moyenne de 1 pour 3-4 unités (E. Sjostrom, 1993). Les figures 7 au 9

montrent les principales structures des hémicelluloses.
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Figure 7: Structure principale des résineux : galactoglucomannane (15-20%) (hexosane)
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Figure 8: Structure partielle des résineux : Ara-4-O-MeGIluA-Xylan (8-12%) (pentosane)
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Figure 9: Structure principale des feuillus : Acetyl-4-O-MeGIluA-Xylan (20-30%) (pentosane)

O

l.4.c. Les lignines

La lignine est un polymeére hétérogéne amorphe dérivé des monomeres de phénylpropane.
Les précurseurs de la lignine sont I'alcool p-coumarylique, I’alcool coniférylique et I'alcool
sinapylique (figure 10). Ces précurseurs donnent lieu aux macromolécules de lignine suite a
une réaction de polymérisation oxydante aléatoire catalysée par différents enzymes. La

contribution de chaque précurseur varie en fonction des essences. La lignine des
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gymnospermes (résineux) de type G (guaiacyle) est basée seulement sur I'alcool coniférylique,
tandis que la lignine des angiospermes (feuillus) de type G/S (guaiacyle / syringyle) est basée
sur les deux alcools coniférylique et sinapylique. Les résineux contiennent de 25 a 35% de
lignine, tandis que les feuillus en contiennent de 18 a 35%. Une représentation de la structure

de la lignine des bois résineux est proposée dans la figure 11.

OH OH OH

a OH b OH ¢ OH

7~

Figure 10: Précurseurs de la lignine. a : alcool p-coumarylique, b : alcool coniférylique et c :
alcool sinapylique
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Figure 11: Structure partielle d’'une lignine de bois résineux (Alder, 1977)

1.4.d. Les extractibles

Les extractibles sont des composés chimiques présents dans le bois et pouvant étre extraits
en utilisant différents solvants de polarité croissante tels que I'éther de pétrole, I'éthanol, le
mélange toluene/éthanol, 'acétone et I'eau. Par la suite I’éthanol et I’eau vont dissoudre les
composants relativement polaires tels que les flavonoides des composés phénoliques, des

glucosides des tannins condensés, des sucres, etc. Les extractibles conféerent au bois sa
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couleur, son odeur, sa durabilité naturelle, des propriétés esthétique, mécanique et
acoustique ; ils peuvent aussi influencer la transformation du bois, notamment les étapes de

collage ou de finition.

1.4.d.1. Les terpénes et terpénoides

Ces composés sont constitués d’'un nombre entier d’unités isoprenes a cing carbones (CsHs) ;
il s’agit alors d’oligomeéres de l'isopréne, linéaire ou cyclique, qui peuvent étre fonctionnalisés.

On peut voir la structure de I'isoprene dans la figure 12.

CHg

Pl

H,C

Figure 12: Structure de l'isopréene

Les terpenes sont des hydrocarbures purs, alors que les terpénoides sont substitués de
groupements fonctionnels : alcool, aldéhyde, cétone, acide carboxylique. Ces composés
jouent un réle important dans la défense des arbres contre les micro-organismes et la
résistance générale aux maladies. Les produits terpéniques sont réputés pour leurs propriétés
de défenses contre les micro-organismes et leur intérét dans le domaine pharmaceutique
(Stevanovic, 2007). On peut voir les structures des principaux extractibles lipophiles (B-pinéne,

a-pinene, L-4-terpinéol, acide abiétique et pimarique) dans la figure 13.

Les terpénes
CHj
CH, CHy

HaC HaC oH

M B-pinéne HsC a-pinéne H3C CHj
L-4-terpinéol
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Les acides résiniques

CHs CH,

CHj

CHj \CH2

H3C O H3C O

HO acide abiétique HO acide pimarique

Figure 13 : Structures des principaux extractibles lipophiles

1.4.d.2. Les cires et glycérides
Ce sont des esters d’acides gras, de glycérol (glycérides) et d’alcools a longues chaines (cires).
Ils ont une teneur de l'ordre de 0,1% par rapport a la masse seche chez Picea abis et Pinus
sylvestris. Le taux d’acides gras est plus élevé chez les feuillus que chez les résineux (Fengel et

Wegener, 1984).

1.4.d.3. Les composés phénoliques
Les phénols de faibles poids moléculaires tels que la vanilline, le coniféraldéhyde, le
guaiacyglycérol, le paraéthylphénol et le parahydroxybenzaldéhyde, sont des phénols simples

présents en faible quantité (Jodin, 1994).

Le stilbene (1,2-diphényléthéne), ou généralement les stilbénes sont responsables du réle
fongicide et de protection contre les insectes. Ces molécules influencent les propriétés
technologiques du bois, il est par exemple impossible de produire une pate chimique par le

procédé sulfite acide a partir du bois de Pin.

Les lignanes sont des diméres naturels du phénylpropane. Le bois de nceud de résineux en

contient une quantité spécialement importante (Holmbom et al,. 2003).

Les flavonoides sont des composés carbonés (14 atomes de carbones), constitués de deux
cycles benzéniques reliés par une chaine carbonée de 3 atomes. Cette chaine de trois carbones
(pont) entre les deux phényles est généralement intégrée dans les hétérocycles de type
pyrone ou pyrane. On distingue plusieurs sous-groupes de flavonoides a savoir : les flavones,

les flavonols, les flavanones (figure 14), les flavanes, les isoflavanes, les anthocyanes, pour ne
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citer que ceux-la, selon le degré d’insaturation ou d’oxydation de I'"hétérocycle. Ce sont des
antioxydants puissants qui agissent par différents mécanismes, notamment par capture des

radicaux libres et par chélation des ions métalliques.

1.4.d.4. Les tannins

Les tanins sont des composés polyphénoliques utilisés par les plantes pour se défendre des
insectes et des champignons. On différencie deux grandes classes : les hydrolysables et les

condensés, selon leur comportement vis-a-vis des agents hydrolytiques.

Les tanins hydrolysables sont constitués de produits phénoliques simples : des esters d’acide
gallique et ses dimeres (acide digallique et acide ellagique), et de monosaccharides (surtout le
glucose). Les tanins hydrolysables sont souvent divisés en gallotanins, conduisant a de I'acide
gallique apres hydrolyse ou en ellagitanins libérant de I'acide ellagique aprés hydrolyse (Doat,
1978 ; Hagerman, 2002). Les tanins condensés quant a eux sont des polymeéeres
polyphénoliques ayant une structure flavonoide comme monomeres précurseurs. lls sont
constitués principalement d’unités de flavanes-3-ols et des flavanes-3,4-diols liées entre elles
par des liaisons carbone-carbone (Doat, 1978 ; Hagerman, 2002). Les différentes structures

des principaux extractibles sont dans la figure 14.

: PPy
OH OH
o) ) )

Flavone Flavonol Flavonone
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OH
HO o
O«_ _OH oH
A 0 ~° 0
HO OH HO
O OH
O
HO OH HO HO
OH OH 0]
Acide gallique Acide digallique Acide ellagique
OH OH
HO 0 HO o)
OH OH
OH OH
OH  Flavan-3-ol OH OH Flavane-3,4-diol

Figure 14: Structure des principaux extractibles phénoliques et polyphénoliques

1.4.d.5. Les constituants inorganiques
Aprés combustion totale du bois a une température allant de 600°C a 850°C, les minéraux
peuvent étre analysés. Les bois provenant dezones climatiques tempérés ont des taux de
cendre compris entre 0,2% et 0,5%. Les principaux éléments minéraux sont les métaux alcalins
et alcalino-terreux : le calcium, le magnésium et le potassium, qui représentent 80% de tous
les constituants inorganiques. Leur composition varie beaucoup d’une espece a l'autre et

dépend des conditions environnementales.

I.5. Interactions entre le bois et I'eau
Le bois est un matériau hétérogéne présentant une structure organisée pour I'ensemble des
especes. Les polymeres lignocellulosiques qui le composent sont a I'origine des propriétés du
bois. Leurs dégradations en milieu extérieur entrainera une altération de ces propriétés. Il est
donc essentiel de connaitre les interactions entre les composants du bois et le milieu

extérieur.
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I.5.a. Accessibilité des groupements hydroxyles

Les groupements hydroxyles associés aux composés polymeres de la paroi cellulaire sont trés
importants dans la détermination des propriétés du bois. Ces groupements peuvent former
des liaisons hydrogénes, notamment avec des molécules d’eau qui favorisent les attaques

biologiques (Hill, 2007).

Une forte proportion d’hydroxyles de la cellulose est impliquée dans les liaisons hydrogénes
entre les polymeéres cellulosiques sous la forme de phase cristalline. Ces groupes hydroxyles
sont alors considérés comme étant inaccessibles et ne peuvent pas étre impliqués dans les
liaisons hydrogénes avec les molécules d’eau (cf. Cellulose). Ceux de la surface des microfibres

guant a elles sont accessibles et peuvent interagir avec des molécules d’eau (Hill, 2007).

1.5.b. Point de saturation

Le bois contient de I'eau sous différentes formes : I’eau libre qui transporte les substances et
I'eau liée qui permet a la seve de monter jusqu’aux feuilles par osmose. Le taux d’humidité
d’un bois correspond a la quantité totale d’eau liée par les hydroxyles dans la paroi cellulaire

et d’eau libre située dans le lumen.

Le point de saturation des fibres (PSF) est défini comme étant la quantité d’humidité présente
dans la paroi cellulaire quand il n’y a pas d’eau libre dans les pores (lumen) et lorsque la paroi
cellulaire est saturée en eau. Le point de saturation des fibres est compris entre 20 et 50%

suivant I'essence (Hill, 2007 ; Rowell, 2012).

I.5.c. Retrait et gonflement du bois
Les dimensions du bois restent les mémes jusqu’a atteindre le point de saturation des fibres
(PSF), lorsque I’humidité est diminuée. En dessous du point de saturation des fibres, un retrait
de la paroi cellulaire est observé et ce, jusqu’a ce que le bois soit sec. Le lumen conserve la
méme dimension qu’a l'initial, alors que les dimensions de la paroi cellulaire varient avec la

diminution du taux d’humidité (Rowell, 2012).

A l'inverse, lorsque le taux d’humidité augmente, un gonflement du bois est observé sur les
variations dimensionnelles du lumen et de |a paroi cellulaire. Les dimensions du bois peuvent
rester les mémes avec la taille du lumen qui afin d’absorber ’lhumidité, ou bien seule la paroi
gonfle, ou a la fois la paroi cellulaire et le lumen augmentent de volume (Rowell, 2012).
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Ainsi, les dimensions changent en fonction de I’humidité relative (HR) autour du bois. Quand
le bois est en équilibre avec I'humidité environnante, le bois est défini comme ayant une
teneur en eau a I'équilibre. La stabilité dimensionnelle est alors reportée par le pourcentage

de gonflement (G), dont I’équation 1 est la suivante (Hill, 2007).

G (%)= [(VBG-VBs) /VBs] x100
Equation 1: Calcul du pourcentage de gonflement du bois dans I'eau
avec Vag le volume du bois gonflé par I’eau et Vgs le volume du bois sec

Il peut également étre étudié avec les solvants organiques. La connaissance de I’humidité du
bois est importante car c’est un facteur qui peut étre soit favorisant ou limitant pour le

développement des organismes biologiques.

1.6. Dégradation du bois par les agents biologiques
Le bois, exposé dans I'environnement naturel, est potentiellement sensible aux agents
dégradations biologiques, dont la nature varie selon |'usage, I'exposition et la zone
géographique d’utilisation. Le développement des organismes biologiques dépend de facon
considérable de la température et du taux d’humidité nécessaire a leur croissance
développement. La présence d’agents biologiques peut entrainer des dégradations plus ou
moins importantes qui sont principalement a I'origine de pertes des propriétés esthétiques

et/ou mécaniques du bois.

Nous parlerons des principaux agents de dégradation du bois lors d’un usage en conditions

extérieures.

1.6.a. Les champignons
Deux catégories sont distinguées : les champignons lignicoles et les champignons lignivores.
Les champignons lignicoles se développent sur le bois sans provoquer des dégats dans sa
structure intégrante mais peuvent engendreer des décolorations sur le bois mis en ceuvre. Ces
champignons se nourrissent des substances contenues dans les cellules du bois telles que
I’'amidon ou les protéines. Les champignons lignivores quant a eux possedent des enzymes
pouvant dégrader un ou plusieurs composants de la paroi cellulaire altérant alors les

propriétés mécaniques du bois (FCBA, 2013).
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Les champignons peuvent se développer sous plusieurs formes. La forme végétative, celle ou
le champignon se développe en absence de lumiere, c’est un ensemble de filaments (hyphes)
formant un mycélium d’aspect poudreux ou cotonneux. Les formes reproductrices, ou
fructifications, apparaissent si le champignon est exposé a la lumiere ou a un « stress » et si
les conditions optimales de développement sont réunies. Le développement des champignons

est influencé par de nombreux parametres tels que la température, I'humidité et I'O,.

1.6.b. Les moisissures
Les moisissures sont des champignons filamenteux microscopiques, susceptibles de coloniser
des substrats tres différents tels que les produits alimentaires, les textiles, les papiers, le bois,
etc. Elles peuvent étre néfastes en altérant les propriétés de surface du substrat qu’elles
colonisent. Lorsque les conditions d’humidité et de température favorables sont réunies, ces
moisissures peuvent produire des métabolites secondaires (Mateo et al., 2002 ; Alborch et al.,

2011).

Leurs principaux représentants appartiennent aux genres Aspergillus sp, Penicillium sp et
Trichoderma sp. Les préjudices qu’ils causent au bois coliné sont en général peu néfastes. Les
moisissures (figure 15) colonisent le bois dans les premiers stades d’une attaque par des
Basidiomyceétes (Ascomycetes ou Deutéromycetes) qui se nourrissent principalement

d’amidon et de polysaccharides contenus dans le parenchyme et facilement assimilables.

Figure 15: Moisissures sur le bois
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1.6.c. Les champignons de bleuissement
Ce sont des champignons qui s’attaquent aux arbres fraichement abattus et au bois vert (non
séché) ; le bois est coloré en gris bleu, avec rayons médullaires noirs, pouvant varier du gris
ardoisé au noir ardoisé, selon I'agent causal. lls sont aussi capables de se développer sur le
bois d’ceuvre réhumidifié ou insuffisamment séché (menuiseries extérieures par exemple).
Leurs représentants principaux sont Ceratocystis sp sur grumes et sciages, et Pullularia

pullulans sur bois en ceuvre.

Ce n’est pas le bois lui-méme qui est coloré mais les filaments mycéliens imbriqués dans les
cellules du bois. En raison d’un phénomeéne de diffraction de lumiere, les filaments du
champignon dans les cellules du bois passent d’une couleur brune foncée a une coloration

bleutée (Van, 1996).

Le bois altéré par des agents de bleuissement (figure 16) garde I'intégralité de ses propriétés

mécaniques (Faraji, 2005).

Figure 16: Coloration bleu/gris sur le bois de charpente due a la présence d’agents de
bleuissement

1.6.d. Les échauffures
Une échauffure n’est pas une simple décoloration, et doit étre considérée comme une
pourriture en phase initiale. Ces organismes fongiques constituent la charniére entre les
agents de décoloration et les agents de pourritures. Si I'altération qu’ils occasionnent n’est
gu’esthétique a ses débuts ; dans des conditions favorables, ces champignons deviennent

lignivores, et les propriétés mécaniques du bois sont altérées de maniéres plus ou moins
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importantes. Elles sont provoquées par des champignons Basidiomycetes du genre Stereum

(Faraji, 2005), figure 17.

Figure 17: L’échauffement du bois

1.6.e. Les basidiomycetes

Quand ils attaquent la cellulose, les basidiomycetes provoquent une diminution des
dimensions du bois, accompagnée d’une fissuration en prismes ou en dés sans consistance
gue l'on peut écraser avec les doigts. L’aire de développement du champignon prend une
couleur brune d’ou dérive le nom de pourriture brune ou pourriture cubique. Si I'attaque des
basidiomycétes ne se limite pas a la cellulose mais qu’elle intéresse également la lignine, le
bois prend une couleur plus claire que celle de la matiere saine et arrive méme a se réduire a

une masse fibreuse blanchéatre (pourriture blanche ou pourriture fibreuse).

a. La pourriture cubique (pourriture brune)

Les champignons de pourritures brunes appartiennent a la classe des basidiomycetes. lls
attaquent particulierement les bois de résineux, mais également les bois de feuillus. lls
dégradent alors les polymeres structuraux du bois pour se nourrir, ce qui aboutit a une
diminution des propriétés mécaniques et a un changement d’odeur et de couleur du bois. Ces
champignons sécrétent des enzymes dépolymérisant les constituants lignocellulosiques du
bois en molécules simples afin qu’elles puissent étre absorbées par la membrane de leurs
hyphes. Ce mode de nutrition est général a I'ensemble des basidiomycetes, ils le réalisent de

facon plus ou moins quantitative selon les espéces. Les Basidiomycetes regroupent les
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pourritures brunes ou cubiques et les pourritures blanches ou fibreuses qui se distinguent par
leurs modes de dégradation du bois et leurs substrats de prédilection (Rowell, 2005 ; Lyon,

2007).

Les pourritures brunes telles que Coniophora puteana attaquent préférentiellement les
polysaccharides (cellulose et hémicelluloses) grace a un systeme complexe d’enzymes
réductases. Elles dégradent les résineux et plus rarement les feuillus. Les bois attaqués
présentent un aspect poudreux avec une coloration brun foncée et des fractures en
guadrillage d’ou son nom de « pourriture cubique ». Les différents mécanismes qui
interviennent dans la dégradation du bois par les pourritures brunes sont : les systemes
enzymatiques, avec des enzymes hydrolytiques extracellulaires, et des systéemes non
enzymatiques. Les parties cristallines de la cellulose sont dépolymérisées par des systemes
non enzymatiques oxydatifs mettant en jeu le systéme H,0,/Fe?* lors d’un cycle connu sous
le nom de réaction de Fenton. Les pourritures brunes sécrétent des endo-glucanase qui
participent aussi a la dégradation de la cellulose. La décristallinisation de la cellulose en
augmente sa sensibilité aux exo et endo-glucanase. Les hémicelluloses sont amorphes par
rapport aux celluloses cristallines, elles sont dégradées avant les celluloses en raison de leur
grande accessibilité. Selon Ringman et al., 2014, les pourritures brunes altérent [égerement la
lignine sans entrainer des pertes de masses conséquentes. Les pertes de masse maximales
dans le cas des attaques par des pourritures brunes uniquement sont de I'ordre de 70%. On

peut voir dans la figure 18 I'apparence du bois attaqué par d’une pourriture cubique.

Figure 18: Observation macroscopique d’un bois d’apparence cubique due a I'attaque du
bois par la pourriture brune
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b. La pourriture fibreuse (pourriture blanche)

Les agents de pourritures blanches (classe des Basidiomycetes) attaquent plus
particulierement les bois feuillus ; la lignine et la cellulose sont dégradées simultanément. Le
bois attaqué est ramolli, prend une couleur blanchatre et se décompose en fibrilles qui se
détachent facilement a la main ; il perd ainsi toute sa structure. Ces agents de dégradations
sont bien plus exigeants en eau pour leur bon developpement que les champignons de
pourriture cubique. Pas trés discernable macroscopiquement pendant les premiers stades de
I’attaque, une pourriture de type fibreuse occasionne une décoloration progressive du bois
qui devient marbré puis blanchi. Aprés une dégradation forte, le bois devient mou sans étre

vraiment friable, excepté quand il devient trés sec (Blanchette & Barnes, 1988).

Les pourritures telles que Coriolus versicolor sont capables de dégrader I'ensemble des
polymeres structuraux du bois pour se nourrir. D’aprés Rayzal, 2002 ces champignons se
développent préférentiellement sur les feuillus ayant une forte teneur en lignines de types
syringyle, et plus rarement sur les résineux ayant eux une forte teneur en lignine de type
guaiacyle. Les mécanismes de dégradation du bois par les champignons de pourritures
blanches sont complexes. lls contiennent des systemes enzymatiques et non enzymatiques.
Les processus non enzymatiques impliguent des agents oxydants de faible poids moléculaire
qui participent a l'initiation dégradation des lignines. Les pourritures blanches sécretent
différentes enzymes : des endo-glucanase qui attaquent la cellulose de facon aléatoire, des
exo-glucanase qui attaquent les unités cellobiose et le glucose ainsi que des glucosidases
spécifiques des oligosaccharides (Eriksson, 1978). La dégradation de la lignine met en jeu des
enzymes de types phénol peroxydases comme la lignine peroxydase ou des laccases. Certaines
pourritures blanches comme Coriolus versicolor dégradent les celluloses, les hémicelluloses et
la lignine dans les proportions similaires, et d’autres plus sélectives, dégradent
préférentiellement les hémicelluloses et la lignine. Dans tous les cas, la lignine est dégradée
plus rapidement que la cellulose laissant pendant un temps un enchevétrement de fibres de
celluloses blanchatre, d’ou I'appellation de ces pourritures (Higuchi, 1982). Les pourritures
blanches sont parfois utilisées par I'industrie de la pate a papier afin de dégrader la lignine du
bois et en récupérer que la partie cellulosique. La figure 19 montre I'apparence d’un bois

attaqué par une pourriture fibreuse.
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Figure 19: Observation macroscopique d’un bois d’apparence fibreuse due a I'attaque du
bois par la pourriture blanche

1.6.f. La pourriture molle
Les pourritures molles s’attaquent préférentiellement a la cellulose des feuillus, mais peuvent
aussi affecter celle des résineux. Elles dégradent les bois trés humides en contact avec le sol
ou les milieux aquatiques. Les bois attaqués présentent un aspect gris (voire noiratre) et subis
un ramolissement. Ces champignons peuvent étre des Ascomycetes comme Chaetomium
globosum et Hypocrea rufa ou des Deutéromycetes comme Trichoderma harzianum et
Cladosporium cladosporioides. Les pourritures molles consomment principalement des
polysaccharides des zones de lyse dans la couche S, de la paroi secondaire uniquement. La
couche S3 de la paroi secondaire des cellules et la lamelle moyenne, qui sont particulierement
riches en lignine, restent quant a elles intactes aprés ce type d’attaque (Eriksson et al., 1990).

On peut voir I'apparence d’un bois altéré par une pourriture molle dans la figure 20.
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Figure 20: Observation macroscopique d’un bois altéré par la pourriture molle

1.6.g. Les insectes
Les insectes, autres agents biologiques de la détérioration du bois, sont répartis en deux

catégories : les insectes nidificateurs et les insectes xylophages.

1.6.g.1. Les insectes nidificateurs

Les insectes nidificateurs ont la particularité de creuser au sein du bois pour installer leur
ponte mais ne pas consommer le bois en tant que nourriture. Cependant, les galeries qu’ils
crés fragilisent la résistance mécanique du bois. Parmi ces insectes, on peut nommer 'abeille
charpentiere (figure 21) qui attaque les essences feuillues et résineuses tendres et dont les
galeries creusées ont un diamétre compris entre 10 et 15 mm et une longueur de plusieurs
dizaines de centimetres. Certaines fourmis font également partie de ce groupe et ont la
capacité de s’installer dans des galeries déja formées par d’autres insectes ou dans des bois

préalablement dégradés par des champignons (FCBA, 2013).
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Figure 21: Abeille charpentiere dévorant le bois

1.6.8.2. Les insectes a larves xylophages

Les larves xylophages se nourrissent du bois en creusant des galeries de forme ronde ou ovale,
qui causent des dommages aux propriétés mécaniques du bois, et produisent des
vermoulures. Lorsque la larve se métamorphose en insecte adulte, celui-ci sort alors du bois
pour vivre, une fois adultes ils ne sont plus xylophages. Parmi les insectes a larves, on distingue
les espéces d’insectes s’attaquant aux bois secs (humidité comprise entre 7 et 1%) et celles

s’attaquant aux bois frais (humidité supérieure a 18%).

c. Biologie-Cycle de développement
Parmi les insectes xylophages, les classes d’insectes connus pour leur affinité a dégrader le
bois sont les coléopteéres, les isopteres et les hyménopteres. Parmi ces insectes, certains
préferent s’attaquer au bois sec ou au bois mis en ceuvre, alors que d’autres s’attaquent aux
bois frais ou bois mort en décomposition (insectes saproxylophages) qui renferment un taux
d’humidité élevé. La figure 22 représente les différents stades du cycle de vie vie d’'un insecte.
C’est sous la forme de larve, que les insectes xylophages passe la majeure partie de leur vie,
et c’est principalement au cours de cette périodequ’ils se nourissent de bois, Cette larve passe
ensuite par le stade nymphal avant devenir un insecte adulte, avec un aspect morphologique

tres différent. Une adulte, I'insecte se reproduit et dissémine ses ceufs.

Les dégats causés dans les bois, sont les ceuvres de ces insectes ou de leur larve. Selon, les

cas, ces dégats peuvent étre considérables pour les constructions. La morphologie des larves
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leur permet de vivre correctement dans le bois : ces larves sont blanches, molles, aveugles,

ont ou pas de pattes et disposent d’un systeme digestif adapté.

Figure 22: Cycle de développement des coléopteres

d. Les insectes de bois frais : ravageurs primaires et secondaires
Ce sont des insectes xylophages qui vivent dans le bois présentant un taux d’humidité élevé
(supérieure a 18%). lls peuvent aussi se trouver sur les grumes fraichement abattues et sur les
arbres dépérissant. Il s’agit alors des bostryches, des scolytes, des sirex, et plus rarement d’

abeilles ou de fourmis charpentieéres.

Cette partie ne sera pas détaillée car, ces insectes de bois frais ne représentent pas une

menace pour les ouvrages en bois, auxquels sont destinés les traitements de préservation.

e. Les insectes de bois sec : ravageurs tertiaires
Ce sont des insectes qui peuvent se développer dans des bois secs, se nourrissent et se
reproduisent. Pour le bois mis en ceuvre dans la construction, ces derniers sont
particulierement dangereux. Il s’agit principalement des différentes especes de coléopteres

et de termites.
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Ordre des coléoptéres

f. Capricorne de maison
De son véritable nom I’Hylotrupes bajulus (figure 23), le capricorne de maison appartient a la
famille des Cerambycidae. |l s’attaque aux résineux, et plus particulierement de I'aubier
lorsque celui-ci est différencié. Le pin, le douglas, le méleze et le sapin, sont des essences
européennes sensibles a ses attaques. La larve creuse des galeries, qui ne sont visibles que
lorsque l'insecte sort du bois. La durée de vie de la larve varie de 3 a 5 ans, allant parfois
jusqu’a 10 ans. Sa durée de vie varie en fonction de I'essence de bois et de sa valeur nutritive,
sans oublier la dépendance des conditions de température et d’humidité. Des températures
trop élevées ou trop basses, ou de grosses variations de températures peuvent étre lethales
pour la larve. Mais dans la plupart des cas, la larve a la capacité de se mettre au repos en
attendant que la température redevienne plus clémente. Sa présence est généralement
détectée par la présence des trous d’émergence des adultes, de section ovale et de six a dix
millimétres de large. Le capricorne de maison peut également vivre dans les résineux secs sur

pieds (Damay, 2014).

b)

Figure 23 : a) Hylotrupes bajulus adulte, b) a I'état de larve et c) les dégats qu’elle provoque
(Pignolet, 2008)

33



Partie 1 : Etat de 'art

g. Lyctus

Lyctus brunneus et Lyctus linearis, sont deux espéces de lyctus présentes en France. Parmi ces
deux expéces, Lyctus brunneus est la plus répandue dans le pays Elles appartiennent a la
famille des Lyctidés. Ces insectes ont été introduits en France par l'intermédiaire du
commerce et I'importation de bois tropicaux. lls sont de petite taille : 3 a 6 mm de longueu.
llsattaquent principalement les feuillus riches en amidon, indigénes ou tropicaux, dont le
diametre des vaisseaux est supérieur a 50y, car c’est dans ces vaisseaux que pondent les
femelles a I'aide d’une tariére de ponte. lIs n"attaquent donc pas les résineux, car ces derniers
ne sont pas dotés de vaisseaux. Leur cycle de développement peut durer environ un an en
zone tempérée, alors que celui-ci varie de trois a six mois en zone tropicale. Certaines essences
de bois tropicales, ayant des taux d’amidons important,peuvent étre dégradées jusqu’au bois
parfait,. Les galeries creusées par ces insectes sont rondes et paralléles au fil du bois. Ils sont
détectables de par la présence des trous d’émergence des insectes adultes, de forme circulaire
et d’'un diameétre de 1 a 2 mm, et de vermoulure extrémement fine ayant une consistance
similaire a celle de la farine (Ramel, 2014). On peut voir les trous d’émergences sur la figure

24,

Figure 24: Lyctus linearis adulte et des trous d’émergences
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h. Vrillettes

Xestobium rufovillosum (grosse vrillette) et Anobium punctatum (petite vrillette) (figure 25),
sont les deux représentants généralement rencontrés dans les bois secs. Elles font partie de

la famille des Anobiidés.

« Horloge de la mort », est le terme employé pour désigné la grosse vrillette, en raison du
mode de communication entre les individus : les males a la recherche des femelles cognent
sur les parois des galeries, produisant des bruits secs et réguliers. La larve peut mesurer jusqu’
11 mm, alors que I'imago 5 a 7 mm de long. La grosse vrillette s’attaque préférentiellement
aux bois morts, résineux ou feuillus, lorsque ces derniers ont été préalablement attaqués par
des champignons lignivores. Dans un tel bois, ramolli et enricichi en azote, les larves peuvent
s’y développer pendant 1 a 10 ans. La grosse vrillette se trouve en milieu urbain, mais peut se
retrouver également dans la nature, ol elle se développe dans les vieilles souches et les troncs

d’arbres en décomposition naturelle.

Long de 3 a 6 mm, la petite vrillette affectionne aussi les bois déja attaqués par un
champignon. Elle se développe égalament dans les milieux humides, tels que les chateaux ou
les églises. Feuillus et résineux y sont tous sensibles ; la dégradation se propage sur le bois
parfait s’il n’est pas duraminisé ou s’il est colonisé par des champignons de pourriture. Les
larves se nourrissent de bois pendant 1 a 4 ans. Les essences tropicales sont résistantes a leurs
attaques. Anobium punctatum est I'un des parasites les plus importants qui s’attaquent aux
biens culturels tels que les sculptures ou les tableaux ; et apprécie aussi les escaliers ou les

sols en bois. On le retrouve également dans la nature.

La présence des vrillettes est détectable par les trous circulaires d’émergence des adultes,
d’un diametre de 2 a3 4 mm pour la grande vrillette et de 1 a 3 mm pour la petite vrillette ; il y
a également apparition de vermoulure granuleuse. (Martinez, 2008). Les vrillettes creusent

des galeries rondes dans les sens du fil du bois (Martinez, 2008).
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Figure 25: La grosse vrillette a gauche et la petite vrillette dévorant le bois a droite

Ordre des isoptéres

i. Les termites

Les termites sont des vers rongeurs, ce nom vient du latin « termes ». lls se nourrissent de la
cellulose (bois, papier, carton et certains autres tissus...) qu’ils dégradent souvent a I'aide des
microorganismes avec lesquels ils vivent ensembles en symbiose. Une fois le bois attaqué, il
prend un aspect feuilleté, résultant de I'attaque différentielle entre le bois de printemps et le
bois d’été. Ils sont de dangereux agents de dégradations du matériau bois, car ils engendrent

de dégats structuraux importants.

Les termites vivent en société.Ceux sont des insectes sociaux contrairement aux autres
insectes xylophages, ils ne peuvent pas vivre de maniére isolé. On les appelle aussi « fourmis
blanches ». 75 espéces sont réellement dangereuses pour la construction, parmi les 2700
espéces de termites qui existent dans le monde, majoritairement répartie entre les tropiques.
Les termites sont classés en trois catégories: les termites souterrains (Reticulitermes
lucifugus, Reticulitermes santonnesis, Heterotermes et Coptotermes), les termites arboricoles
(Nasutitermes) et les termites de bois sec (kalotermicidae, kalotermes flavicollis, Cryptotermes

brevis) (Martinez, 2008).

Ces insectes vivent en colonies, organisée en différentes castes : ouvriers, soldats, nymphes,
reproducteurs (sexués imaginaux et sexués de remplacement ou néoténiques) et larves
cohabitent. Les termites font preuve d’efficacité collective avec une forte répartition de travail

et une minutieuse spécialisation des taches. Leur polymorphisme est important: la
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morphologie des individus caste est adaptée a leur fonction. Al’exception du robinier (Robinia
pseudoacacia) et de quelques feuillus tropicaux (Doussié, Ipé, Azobé...), les termites sont
susceptibles d’attaquer toutes les essences de bois (Ministére de I'Ecologie, de I'Energie, du
développement Durable et de la Mer, 2010). On peut voir les termites de I'espéece
Réticulitermes et les dégats qu’ils causent sur la figure 26. Le cycle de développement de

termite est exposé sur la figure 27.

Figure 26: a) Termites ouvriers de I'espece Reticulitermes, b) dégats sur le bois
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Figure 27: Cycle de développement des termites (SAPA)

Un bois attaqué par ces agents de dégradation du bois voit ses propriétés mécaniques
détériorées. Des traitements, de protection ou curatifs adaptés a son utilisation et a son

exposition a I’humidité, sont alors nécessaires.

I.7. Classes d’emploi du bois
La norme NF EN 335-1 (2007) définit cing classes d’emploi du bois correspondant aux risques
potentiels liées a la situation de mise en service du matériau bois. Les situations qui favorisent
I'installation a long terme d’une humidité au niveau des bois engendrent tout naturellement

un risque accru de développements fongiques. Les attaques par les insectes xylophages,
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incluant les termites, sont possibles dans toutes les classes d’emploi allant de la classe 1 a la

classe 5 (Dulbecco et Luro, 1998 ; Afnor, 2007).

Tableau 2: Classe d’emplois, agents d’altération potentiels et zones vulnérables. Tableau
inspiré de la norme EN 335-2 (2007)

Classe Situation en service Exposition a I'humidification  Risque biologique
en service potentiels
Insectes
1 A l'intérieur, sous abri Sec

Exemple: parquets, escaliers

intérieur
2 A l'intérieur ou sous abri Humidification occasionnelle Insectes,
Exemple: éléments de champignons
charpente intérieure, bois
d'ossature
3a A |'extérieur, au-dessus du sol, Humidification occasionnelle Insectes,
protégé champignons

Exemple: revétements de
facade menuiseries

3b A |'extérieur, au-dessus du sol, Humidification fréquente Insectes,
non protégé champignons
Exemple: revétements fagade,
menuiseries
4 A l'extérieur en contact avecle  Humidification permanente Insectes,
sol et/ ou I'eau douce champignons

Exemple :traverses de chemin
de fer, poteaux de ligne,
terrasses extérieures

5 En contact avec I'eau salée Humidification permanente Insectes,
Exemple : pontons champignons,
térébrants marins

A noter, que la classe d’emploi est définie uniquement par I'utilisation du bois et ne dépend

pas de I'essence de bois utilisée.

1.8. Durabilité naturelle du bois
Le bois peut présenter une durabilité naturelle suffisante pour étre utilisé sans traitement de
préservation pour certains emplois, en fonction des risques précédemment décrits et des
exigences de durée de vie du produit. La durabilité naturelle du duramen (bois parfait) est

classée suivant la norme EN 350-2 (1994) (tableau 3). La classe de durabilité dépend

39



Partie 1 : Etat de 'art

uniguement de I'essence du bois considérée et non de I'utilisation qui en est faite (Afnor,

1994 ; Dulbecco et Luro, 1998).

Tableau 3: Définition des classes de durabilité naturelle pour les champignons coléoptéres et
termites selon la norme EN 350-2 (1994)

Agents de dégradation Classe de durabilité Description
1 Trés durable
Champignons lignivores 2 Durable
3 Moyennement durable
4 Faiblement durable
5 Non durable
Coléopteéres D Durable
S Sensible
D Durable
Termites M Moyennement durable
S Sensible

Les durabilités naturelles du duramen du Pin sylvestre et du hétre sont indiquées dans le
tableau suivant (tablau 4) .

Tableau 4: Durabilité naturelle du duramen des essences utilisées lors de cette étude, extrait
de la norme EN 350-2

Durabilité naturelle

Essences Champignons Capricorne vrillettes Termites
Pin sylvestre 4 S S S
Hétre 5 D S S

Certaines conditions environnementales, citées plus haut, sont les risques encourus pour le

bois lorsqu’il est utilisé en milieu extérieur. L’utilisation d’une essence de bois non durable en
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extérieur est envisageable mais nécessite un traitement de préservation, afin de lui apporter

une durabilité suffisante pour I'usage souhaité.

1.9. Durabilité conférée au bois
Pour conférer au bois une durabilité suffisante pour un usage en extérieur et/ou en contact
avec I’eau, celui-ci doit préalablement étre traité. De nombreux critéres doivent alors étre pris
en compte tels que : la nature et la perméabilité de I'essence, ainsi que la technologie du
traitement (organique ou inorganique) répondant aux réglementations en vigueur. Dans cette
partie, sont tout d’abord décrites les méthodes de traitement du bois, puis les traitements

classiques couramment employés dans I'industrie et les réglementations qui y sont liées.

1.9.a. Méthodes de traitements du bois
Il existe deux principales méthodes d’application des produits : les traitements de surface et
les traitements par imprégnations en profondeur (plus ou moins en profondeur en fonction

du type de procédé utilisé).

1.9.a.1. Traitements du bois en surface
Les applications en surface comme le trempage, la pulvérisation ou le badigeonnage sont des
procédés statiques. L’absorption du produit dépend a la fois de la capacité d’absorption
naturelle de I'essence de bois a traité, ainsi que la méthode d’application et la qualité de la
surface initiale du matériau. Les principaux objectifs de ces procédés sont d’améliorer la
stabilité du bois aux UV, de changer I'énergie de surface du bois afin de favoriser les
interactions entre la surface du bois et les revétements, et d’améliorer la résistance a

I'effritement (Hill, 2007).

Ces traitements sont principalement utilisés pour les classes d’emploi 1 ou 2 (Tableau 2) et
plus rarement des emplois en classe 3 quand le bois est peu exposé et le risque

d’humidification est réduit.

C’est pour cette raison que ces méthodes de traitement ne seront pas davantage développées

dans ce manuscrit.
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1.9.a.2. Traitement du bois par imprégnation en profondeur

L'imprégnation de composés chimiques peut se faire dans la paroi cellulaire et / ou du lumen.

L'imprégnation se fait par des cycles de vide-pression afin d’atteindre I'absorption requise et
la profondeur de pénétration du produit dans le bois souhaitée. Le bois est placé dans un
autoclave ou le vide est effectué, la solution est ensuite injectée, puis le contenu de
I'autoclave est mis sous pression permettant ainsi la pénétration en profondeur de la solution
de traitement (WEI-IEQO). Le choix de ce procédé dépend de la facilité d’imprégnation des
différentes essences de bois, qui sont indiquées dans la norme NF EN 350-2 (1994) (tableau
5). Les classes d’imprégnabilité des essences de bois utilisées au cours de notre étude sont

décrites dans le tableau 6.

Tableau 5: Classification de I'imprégnabilité des bois selon la norme EN 350-2 (1994)

Classe d'imprégnabilité Description
1 Imprégnabilité
2 Moyennement imprégnable
3 Peu imprégnable
4 Non imprégnabilité

Tableau 6: Imprégnabilité des essences sélectionnées pour |'étude

Essences Imprégnabilité
Duramen Aubier
Pin sylvestre 3/4 1
Hétre 1 1

Le procédé d’imprégnation a été utilisé pour I'application des produits biocides dans la
préservation le bois. Ensuite, ces composés longuement utilisés par I'industrie du bois sont

détaillés par la suite.
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1.9.b. Origine de la préservation du bois (Gérardin-Charbonnier & Gérardin, 2019)
L'origine de la préservation du bois remonte a l'antiquité. L’extraction des résines pour
enduire les coques des navires est expliquée par Hérodote en 484-424 avant Jésus Christ. Les
Egyptiens, quant a eux, utilisaient des sels (le natron) pour conserver la matiére organique. Il
y plongeaient le corps des défunts, avant de les enduire de substances bitumineuses pendant
le processus de momification. Au milieu du XIXeme siecle, Boulton développe un procédé
(procédé de Boultonisation) qui consiste a imprégner le bois avec une solution aqueuse de
sulfate de cuivre et le chauffer dans une solution de créosote, qui cause ainsi I'évaporation de
I’eau et la pénétration de la créosote. Pour protéger les poutres et les piliers de ponts en bois
contre la dégradation, Alexandre le Grand (356-323 av JC), préconisait de les enduire. Pour la
construction, les chinois (100 av JC), plongeaient le bois dans des lacs salés ou dans de 'eau
de mer avant de l'utiliser. Pline I’Ancien (23-79 av JC), relate que I'huile d’olive, mais aussi les
huiles de méleze, de cédre ou de genévrier étaient utilisé pour protéger les objets de valeur
contre les pourritures, au temps des romains. Depuis la préhistoire, et dans certaines tribus
aborigénes d’Australie ou amérindiennes, la carbonisation était une technique ancestrale
encore utilisée aujpourdh’ui. C'est au milieu du XVllleme siecle, que le probléme de la
préservation des bois va réellement commencer a étre sérieusement considéré. C’est a cette
époque que la marine de guerre britannique va connaitre d’'importants problémes, liés a la
dégradation de ses navires par des agents de pourritures. Le développement de I'industrie et
des premiéres aciéries, qui utilisaient des quantités croissantes de charbons de bois a conduit
a une pénurie de bois causant ainsi un accroissement des problemes d’approvisionnement
des bois pour la construction navale et le renouvellement des flottes des différentes
puissances navales a cette méme époque. Le développement de méthodes de préservation
moderne liées a la nécessité de trouver des solutions efficaces de protection du bois dont la
consommation était progressive avec I'industrialisation de I'Europe et le développement des
industries miniere, du chemin de fer et du télégraphe, va s’étancher de la fin du XVlliéme et
début du XIXeme siecle. Cing procédés utilisant le chlorure mercurique, le sulfate de cuivre,
le chlorure de zinc, le sulfate ferreux en présence de sulfure et la créosote, étaient reconnus
comme efficaces pour la préservation du bois en 1842. Différents procédés de traitement vont
alors se développer et étre brevetés en Europe. En 1767, I'utilisation du sulfate de cuivre qui
est recommandé par De Boissieu et Bordenave, est brevetée par Margary en 1837. C’est dans

le cadre du procédé Boucherie, procédé qui consiste a imprégner des bois fraichement abattus
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en utilisant le déplacement de séve au travers de I'aubier, que se développe I'utilisation du
sulfate de cuivre en France. En 1879, la boultonisation impliquant I'imprégnation du sulfate
de cuivre suivi d’'un chauffage dans la créosote émerge. En 1838, le procédé utilisant le
chlorure de zinc est breveté par William Burnett. La méme année l'utilisation de la créosote a
I’aide d’un procédé vide pression est également brevetée par John Bethell. Ce dernier brevet
fait aussi émerger I'imprégnation d’autres substances impliquant des sels, des huiles et des
substances bitumineuses. La reconnaissance en 1853 de la créosote comme étant I'un des
produits les plus efficaces, condut a I'abandon de la plupart des autres produits. Cependantle
procédé Boucherie continue a étre utilisé en France. Au début du XXeme siécle, I'essor de
I'industrie chimique va tendre vers |'utilisation de différentes formulations a base de multi-
sels et de composés organochlorés, comme le pentachlorophénol, et va ainsi conduire vers un
déclin de l'utilisation de la créosote. Les différentes formulations multi-sels les plus connues,
développées en Europe et Amérique du Nord, seront les formulations a base de Cuivre-
Chrome-Arsenic (CCA), qui présentent une efficacité incontestable dans les conditions
extérieures ol le bois est soumis a de forts risques de biodégradation. Ces formulations seront
utilisées jusqu’au début du XXleme siecle dans la majorité des pays industrialisés et continuent

encore aujourd’hui a étre utilisées dans certains pays.

1.9.c. La préservation du bois de nos jours (Gérardin-Charbonnier & Gérardin, 2019)
De nos jours la préservation du bois se base en grande partie sur des concepts mis en place
au début du XXeme siecle avec quelques changements et évolutions notoires dues a la prise
de conscience collective pour la protection de la planete conduisant a des systemes de

préservation du bois de plus en plus respectueux de I’'homme et son environnement.

La considération des conditions d’emploi final du bois pour définir au mieux le procédé
d’'imprégnation a utiliser et la nature des produits de préservation nécessaires sont
importantes. Il faut noter que I'imprégnabilité du bois peut varier fortement d’une essence a
I'autre. La norme européenne NF EN 335 « Durabilité du bois et des matériaux a base de bois-
Classe d’emploi : définitions, application au bois massif et aux matériaux a base de bois »
indique alors 5 classes d’emploi en fonction des agents de dégradation auxquels le bois est

susceptible d’étre exposé (tableau 7).
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Tableau 7: Risques biologiques impliqués dans les applications courantes du bois massif

Classe Situation en service Exemples d'emplois Risques biologiques

1 Bois toujours sec A l'abri de I'humidité Insectes

2 Humidité des bois en moyenne Charpente, ossatures correctement Insectes, termites,

inférieure a 18% ventilées en service champignons de
surface
3 Bois soumis a des alternances Menuiserie extérieures verticales  Pourritures, insectes,
humidité/sécheresse soumises a la pluie termites
4 Bois d'humidité toujours Bois horizontaux extérieurs et bois  Pourritures, insectes,
supérieure a 20% en tout ou en contact avec le sol y compris termites

partie de son volume

5 Bois en contact permanent Piliers, pontons, bois immergés Pourritures, insectes,
avec |'eau de mer térébrants marins

Une classe d’emploi connue, implique une adoption d’un procédé de traitement adapté,
permettant un traitement de surface lorsque le bois est utilisé en classe 1 ou 2, dont il existe
peu de risque de lessivage des produits de préservation utilisé et un traitement dans la masse
pour les bois exposés en conditions extérieures plus séveres correspondant aux classes 3, 4 et
5. On distingue différents procédés de traitement permettant d’introduire un produit de
préservation plus ou moins profondément et efficacement dans le bois : le badigeonnage,
I'aspersion, le trempage a froid pour les méthodes plutét superficielles, le trempage et les
méthodes vide pression pour les méthodes dans la masse. Ces produits de préservation
doivent présenter de bonnes propriétés fongicide et insecticide tout en restant peu toxique
pour I’homme et son environnement. lls ne doivent pas diminuer les propriétés mécaniques
du bois, ils doivent étre stables dans le temps et résistants au lessivage, et doivent pouvoir se

difuser et se fixerdans le bois de maniere efficace.

Utilisée deés la fin du XIXéme siécle, la créosote est la résultante de la distillation de charbon,
de houille, de tourbe ou de bois a des températures comprises entre 100 et 500 °C. Elle montre
une composition chimique complexe et variable, et est principalement constituée
d’hydrocarbures aromatiques polycycliques, de composés phénoliques et de composés

hétérocycliques incluant de l'azote (tableau 8). Elle a une odeur caractéristique et
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désagréable, et se présente sous la forme d’un produit plus ou moins visqueux selon le
procédé de fabrication employé. Il existe des créosotes légeres, longtemps utilisées pour le
traitement des fagades, et des créosotes lourdes utilisées dans les conditions ou le bois est
soumis a de forts risques de dégradation. La créosote rend le bois hydrofuge et apporte a ce
dernier des propriétés fongicides et insecticides. Elle est appliquée par méthode de vide /
pression en autoclave. Un dispositif peut également étre mis en place lors de procodé de
traitement,permettant de réduire la viscosité du produit lors de I'imprégnation. A cause de sa
forte toxicité, la créosote a été interdite dans la plupart des pays développés, mais reste
autorisée pour des usages industriels spéciaux, comme : les poteaux téléphoniques, les
traverses de chemin de fer ou encore les coques de bateaux. La créosote était tres utilisée au
début du XXeme siecle, mais I'avenement de I’électricité et du gaz naturel a entrainé le déclin

de son utilisation suite a I'abandon du gaz de houille.
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Tableau 8: Structures chimique de quelques composants des créosotes

Familles de composés Exemples

CH,

: =
I
%

CH3 H3C
Hydrocarbures aromatiques

Benzéne Toluene Ethylebenzene Xyléne

W

Hydrocarbures aromatiques
polycycliques (HAP)

5
3%

Naphtaléne Pyréne Benzo[a]pyrene Phenanthrene
7 7 . OH
Composés phénoliques OH OH
© i :CH3 HaC” i :CH3
Phénol o-créosol 2,4-diméthylphénol

Composés hétérocycliques
N P
H N
Indole Quinoline Isoquinoline
NH,
Amines aromatiques : NH,
Aniline Aminonaphtaléne
Composés hétérocycliques S
soufrés ©j\>
\J . .
Thiophéne Benzo [b]thiopheéne Dibenzothiophéne
Composés hétérocycliques @) o o)
oxygénés &\ /7 ©i/> O O
Furane Benzofurane Dibenzofurane

La baisse progressive de |'utilisation de la créosote a entrainé le développement de nouvelles
formulations a base de multi-sels, de type cuivre-chrome-arsenic. Le chrome joue le role de

fixateur, tandis que le cuivre et 'arsenic sont utilisés en tant que fongicide et insecticide.
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Toutefois, ces multi-sels présentent une forte toxicité,|’arsenic et le chrome VI étant tous deux
des composés cancérigénes. lls sont utilisés en remplacement de la créosote avec une
imprégnation vide-pression. lls sont utilisés pour les bois employés dans les classes 4 et 5, car
ils ont un bon pouvoir de rétentiondans le bois. L'utilisation des multi-sels est fortement
réglementée aujourd’hui dans la plupart des pays Européens et interdite pour les usages ou
le bois est en contact direct avec 'homme ou des animaux. On les réserve a des usages
restreints, tels que les traverses de chemin de fer, les poteaux électriques et téléphoniques,
les bois de structures des batiments agricoles et industriels et les installations portuaires. Des
variations du traitement CCA ont ensuite été développées tels que I'arséniate de cuivre
ammoniacal (ACA), I'arséniate de cuivre et de zincammoniacal (ACZA), le cuivre-chrome-bore
(CCB), ou le cuivre-chrome-fluor (CCF). Cependant, aucune de ces variantes n’a été
universellement acceptée car elles conféraient aux bois traités des performances plus faibles

gue ceux traités par les CCA (Wood Handbook, 1999).

Vers les années 90, des inquiétudes se sont posées concernant les expositions a I'arsenic et
au chrome ainsi que sur les émissions des bois traités au CCA. C'est pourquoi, une élimination
de I'arsenic et du chrome dans beaucoup d’applications de préservation puis son interdiction
finale dans les produits de préservation du bois a destination du public (Directive Européenne
76/769/EEC), ont conduit au développement de nouveaux agents de préservation et de
protection du bois (Townsend et Solo-Gabriele, 2006 ; Schultz et al., 2007). De plus,
I'utilisation de I’arsenic en tant que produit de traitement du bois est réglementée par la
directive européenne 2003/2/CE. Généralement, les bois traités a I’arsenic sont interdits de
mise sur le marché sauf par dérogation pour des utilisations professionnelles pour lesquelles
un contact avec le public est improbable (Directive n°2003/2/CE). Le CCA est représenté sous

trois formes (A, B et C) en fonction de sa composition dans le tableau 9.

Tableau 9: Composition des trois types de CCA

Composition (% massique)

Composé Type A Type B Type C
Trioxyde de chrome, Cr.03; 65,5 35,3 47,5
Oxyde de cuivre, CuO 18,1 19,6 18,5
Pentoxyde d'arsenic, As;0s 16,4 45,1 34,0
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Des formules sans arsenic, telles que les mélanges cuivre-chrome-bore (CCB), ont également
été proposées. L'interdiction du chrome et de I’arsenic a conduit a 'utilisation de différents
produits de remplacement formulés en associant des biocides organiques et du cuivre en
présence d’amines comme les mélanges cuivre-bore-azote (CBA) contenant du carbonate de
cuivre, du Tébuconazole, de I'acide borique et de I'éthanolamine ou les mélanges cuivre-HDO
(bis-N-cyclohexyldiazéniumdioxide). Toutefois, ces produits semblent également présenter
des performances inférieures a celles des CCA. Finalement, les formulations a base de cuivre
micronisé (broyé en tres petites particules qui varient de 100 a 500 um), associées a des
biocides organiques permettent de conférer au bois traité une durabilité correspondant a la

classe d’emploi 4.

Les produits a base de bore constituent une autre catégorie de produits hydrosolubles qui
présentent plusieurs avantages. Ces produits sont incolores et inodores et sont d6té d’un large
spectre d’activité : antibactériens, fongicides, insecticides, et ont égaalement des propriétés
ignifuges. De plus, ces composés ne modifient pas les propriétés intraséques et mécaniques
du bois et se diffusent bien au sein du matériaux. Cependant, leurs pouvoirs de rétention dans
le bois sont limités faibles et sont facilement lessivable par I'eau. lls ne peuvent donc pas étre
utilisés tels quels pour des applications extérieures. Les produits actifs les plus connus sont le
borax, le TIMBOR (DOT) et I'acide borique. Bien que peu toxiques, ils présentent tout de méme
des propriétés tératogenes et sont classés toxiques par I'Institut National de Recherche et de
Sécurité. Les composés a base de bore sont appliqués par diffusion, trempage, aspersion ou

badigeonnage, pour des applications ou le bois n’est pas exposé au lessivage par I'eau de pluie.

La derniére catégorie des produits de préservation du bois utilisés, sont les produits
organiques. Longtemps utilisés dans les solvants pétroliers comme naphta lourd, les produits
organiques sont actuellement formulés en phase aqueuse sous forme d’émulsion ou de
microémulsions de maniére a limiter les rejets de composés organiques volatiles a I'origine de
différentes pathologies. Le pentachlorophénol (PCP) (figure 28), longtemps trés utilisé,
possédait une efficacité comparable a la créosote de par ses propriétés fongicide et
insecticide, mais sa toxicité pour I’homme et son environnement a conduit a son interdiction
vers les années 80. Certains produits organiques utilisés actuellement ont d’abord été
développés pour I'agrochimie, et ont ensuite été proposés pour le traitement du bois en
remplacement des composés organochlorés tels que le lindane, la dieldrine ou le PCP, ces
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derniers étant jugés trop toxiques. Les principales familles de produits organiques qu’on

retrouve actuellement sur le marché sont exposées dans le tableau 10. La liste des produits

du tableau 10 n’est pas exhaustive, d’autres produits existent sur le marché, mais la tendance

actuelle se troune plut6t vers la limitation de 'utilisation des substances actives utilisées pour

la protection du bois, du fait des co(ts importants liés aux autorisations de mise sur le marché,

générées par la mise en place de la « Directive Biocide ».

OH
Cl Cl

Cl Cl
Cl

Figure 28: Pentachlorophénol

Tableau 10: Exemples des principales familles de biocides organiques

Biocide

Organismes inhibés

Triazoles

Tébuconazole, propiconazole ou cyproconazole

Champignons lignivores

Busan 30™

2-[thiocyanométhylthio]benzothiazole

Champignons lignivores,
Moisissures
Termites/insectes

Polyphase™

3-iodo-2-propynylbutyl carbamate

Champignons lignivores
Moisissures

Composés d'ammonium quaternaires

Chlorure de didécyldiméthylammonium
Chlorure de dialkyldiméthylammonium avec des groupements
alkyles de C8 a C14
Chlorure d’alkyldiméthylbenzyle ammonium avec des
groupements alkyles C12 a C18

Champignons lignivores
Moisissures
Termites/insectes

Pyrethroides synthétiques

Perméthrine, Bifenthrine, Cyperméthrine, Cyfluthrine ou
Deltaméthrine

Termites/insectes
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1.9.d. Réglementation et législation européenne

Les réglementations des Etats Membre de I'Union Européenne concernant la mise sur le
marché des produits biocides sont harmonisées par la directive Biocides 98/8/CE européenne.
L’objectif principal de cette réglementation est d’assurer un niveau de protection élevé pour
la santé de ’lhomme, des animaux, et de I’environnement en limitant la I'industrialisation et
la commercialisation de produits efficaces avec des impacts environementaux acceptables. De
plus, elle encourage la mise sur le marché de substances actives présentant moins de risques.

Cette directive est passée en reglementation Européene (BPR) en 2013 (Directive n°98/8/CE)

Les restrictions relatives a I'utilisation des créosotes en raison de leur toxicité sont un sujet
délicat au niveau de la commission Européenne du fait des volumes importants de bois
actuellement traités par ces produits. La commission Européenne a publié le 26 juillet 2011
une directive précisant les nouvelles restrictions vis-a-vis de |'utilisation de la créosote en
Europe, qui sont entrées en vigueur le 1" mai 2013. Cette nouvelle décision modifie la
Directive sur les produits biocides et résulte d’une évaluation des risques réalisée sur les effets
de la créosote pour la santé humaine et pour I'environnement. En effet, la créosote est
cancérigene quelque soit sa concentration s et les risques pour I'environnement sont
démontrés dés lors que le bois traité entre en contact direct avec le sol ou I'eau. Ainsi, la
créosote ne doit plus étre mise sur le marché, sauf par les entreprises ayant obtenus une
autorisation pour des usages clairement définis et quand il n’existe pas de substitut moins

nocif pour I’environnement (Directive n°2011/71/UE).

Avec de plus en plus de reglementations, les nouvelles méthodes de traitement du bois ont
été développées pour substituer les procédés de préservations classiques du fait de leur
toxicité. Ces systemes, plus onéreux que les traitements biocides, ne sont pas encore tous

optimisés afin d’étre utilisés a I’échelle industrielle.

1.9.e. Les alternatives pour le futur

La modification des groupements hydroxyles des constituants pariétaux du bois, grace a des
réactions d’estérification, de carbamatation ou d’alkylation et I'imprégnation des monomeres
ou de résines polymérisables pour former un composite bois-polymeres apres polymérisation
in situ de ces derniers dans le bois, sont les différentes stratégies qui peuvent étre envisagées

pour améliorer la stabilité dimensionnelle du matériau (modification chimique du bois). Suite
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a la réduction de son affinité avec I'eau et I’humidité, ces bois modifiés seront moins sensibles

face aux agents de dégradation biologique..

Le mécanisme de stabilisation peut varier en fonction de la méthode utilisée. Pour le cas des
réactions impliquant un greffage sur les groupes hydroxyles par exemple : la stabilisation est
due a la réduction des sites accessibles capables de se lier a des molécules d’eau par la
formation des liaisons hydrogene, mais également a I'effet de gonflement résultant du
greffage. Pour le cas des composites bois-polymeére, la stabilisation est due soit a des réactions
de réticulation des polymeres du bois limitant le gonflement des parois, soit a la capacité de
remplir des vides cellulaires des polymeéres limitant ainsi I'accessibilité a I'eau et aux

microorganismes.

1.9.e.1. Traitement thermique du bois
Les traitements a haute température consistent en une pyrolyse ménagée du bois ayant lieu
entre 140 et 260 °C, sous atmosphére pauvre en oxygene ou bien en une immersion dans un
ou des bains d’huiles végétales chaudes. Plusieurs réactions chimiques ont lieu pendant le
traitement modifiant considérablement la structure du bois et entrainant I'amélioration de sa

résistance.

Le bois traité a haute température est plus hydrophobe (diminution de I'hygroscopicité) et
plus résistant aux agents biologiques de dégradation. Lors de la compression, il voit sa stabilité
dimensionnelle améliorée (Kamden et Pizzi, 2002). Toutefois les modifications ayant lieu
pendant le traitement, affaiblissent le matériau de maniére significative, entrainant une
diminution des propriétés mécaniques (diminution de la résistance a la flexion statique,

diminution de la résistance aux chocs) (Ouras et al., 2002 ; Leitjen, 2004).

a. Traitement du bois par oléothermie

Ce procédé d’'imprégnation avec des formulations a base d’huiles végétales (lin, arachide, ...)
a été développé par la société Oléobois (Vendargues, France). Il s’effectue en deux étapes. La
premiere consiste a immerger la piéce de bois dans un bain d’huile a une température
comprise entre 160 et 200°C. L’eau contenue dans les cellules s’évapore en générant une
surpression a l'intérieur du bois. La vapeur ainsi créée, est évacuée principalement dans I'axe

des fibres. Dans une deuxieme étape, le bois est trempé dans un bain d’huile froid. Le
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refroidissement induit la condensation de I'eau, ce qui génére une dépression a I'intérieur du
matériau. Cette dépression induit a son tour la pénétration de I'huile du bain froid dans les
pores du bois (Grenier et al., 2003). Selon les données industrielles, le bois traité par
oléothermie possede un fort caractere hydrophobe, une bonne stabilité dimensionnelle et est
enfin moins sensible aux facteurs environnementaux. Il est adapté a des usages en classe 3,

mais reste sensible en classe 4.

b. Traitement par jet d’azote
Zerriaa (2016) a fait une étude de faisabilité technologique d’enrichissement d’un substrat de
bois par des charges, aux propriétés physiques et chimiques données, incorporées par voie
physique au moyen d’un procédé innovant qui est le procédé de jet d’azote a haute pression
installé dans la plateforme expérimentale du CRITT-TJFU. Ce traitement consiste a conférer
aux particules des vitesses élevées (400-700 m/s) par la seule action de la pression
hydrodynamique du flux d’azote, sans apport de chaleur. Le bois traité par la technologie du

jet d’azote acquiére de nouvelles propriétés et s’enrichit par rapport a son état naturel.

1.9.e.2. Modification chimique

a. L’acétylation
L'acétylation est la réaction de I'anhydride acétique sur les constituants du bois. Elle a lieu en
présence ou non d’un catalyseur ou d’un solvant de gonflement (Hill et al., 2000 ; Hill et
Papadopoulos, 2002). 'anhydride transfert un motif acétyle au niveau des groupements
hydroxyles de la cellulose, des hémicelluloses, de la lignine, des extractibles et des tanins,

rendant le bois moins hydrophile (figure 29).

O O
i I 0 )k + )k
PolsTOR -+ J\ )k Bois—0~ R R~ R
Catalyseur
R O R
Solvant

Figure 29 : Réaction de I'anhydride acétique sur les groupements hydroxyles du bois

b. La furfurylation
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Le bois furfurylé, de couleur trés sombre, est mécaniquement plus résistant que le bois non
traité. Sa stabilité dimensionnelle est aussi améliorée ainsi que sa résistance aux champignons
(Lande et al., 2004 b; Aurélia Imbert, 2017). Cette durabilité conférée n’est pas liée
spécialement a la présence d’alcool furfurylique mais plutot a la modification chimique de la
paroi cellulaire ce qui empéche la reconnaissance du substrat par les enzymes fongiques et
permet le remplissage des volumes libres en bloquant les actions mécaniques. La résistance
aux attaques de termites est également améliorée (Hadi et al., 2005). Le greffage a pour cible
les lignines (unités guaiacyles) et se fait de maniere plus modérée sur les hémicelluloses (figure

30).

CHs HaC

80-100 °C
@\/OH + e
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OH OH

Figure 30: Réaction de I'alcool furfurylique sur une unité guaiacyle des lignines

c. Les traitements a base de résines thermodurcissables
Le traitement du bois par les résines [résines alkydes, résines urée/formol, résines de
mélamine/formol (figure 31), résines phénol/formol, résines époxy, les isocyanates, résines
phénol/formaldéhyde et résines polyuréthanes] permet une stabilité dimensionnelle plus
améliorée du bois et également une bonne efficacité dans la préservation du bois (Nussbaum,
1994 ; Lukowsky, 2002 ; Furuno et al., 2004 ; Moore et al., 2007 ; Gabrielli et Kamke, 2010 ;
Xavier Duret, 2013).

NH,

o) N)\N
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Figure 31: Monomeére de mélamine/formol

H NH,
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d. Les silanes, les silicones et les silicates

Les différentes familles de procédés impliquant des composés qui contiennent du silicium
sont : les procédés utilisant des silanes, les microémulsions et les procédés utilisant les

silicates inorganiques.

Lorsque le taux d’humidité est fixé a 12%, le bois est imprégné avec des solutions de silanes
pré-hydrolysés appelées « Sol », puis chauffé pour initier les réactions. Les bois sont alors
résistants contre les champignons de la classe 3, mais sont peu stables (Donnath et al., 2004 ;

Tingaut et al., 2005 ; Donnath et al., 2006 ; Aaserud et al., 2009).

Les microémulsions rendent le bois hydrophobe et un emploi en classe 3 est possible. En
revanche, la stabilité dimensionnelle n’est pas améliorée (Weigenand et al., 2007 ; Lhumeau,

2015).

Et les procédés utilisant les silicates inorganiques, mise a part le fait de diminuer le caractére
hygroscopique du bois, sa résistance au feu, de modifier sa couleur et d’améliorer sa stabilité
dimensionnelle, le traitement confére au bois une barriere contre les agents de dégradation

biologique en classe d’emploi 3 (Mai et Militz, 2004).

e. Traitement du bois a base des extractibles ou des huiles essentielles

Une autre possibilité pourrait consister en I'exploitation des matiéres extractibles présentes
naturellement dans les essences de bois durable. Pour cela, de nombreuses études ont porté
sur des matieres actives alternatives dérivées de matiéres premiéres naturelles renouvelables
(Verma et al., 2009 ; Torres et al., 2003 ; Onuorah, 2000 ; Céspedes et al., 2005 ; El Ajjouri et
al., 2010 ; Kadir et al., 2014). Ces études se sont concentrées sur les matiéres extractibles du
bois, dont certaines ont des propriétés comparables a celles des agents de conservation
synthétiques (Isman et Machial, 2006). Certaines essences de bois résistent naturellement aux
attaques des termites en raison de leur forte teneur en composés extractibles qui font partie
de leur systeme de défense naturel (Verma et al., 2009). Karmen et collaborateurs en 2003
ont proposés I'utilisation des composés aromatiques des huiles essentielles comme agents
antifongiques. En effet, ils ont prouvé que des composés comme le thymol, le carvacrol et le
cuminaldéhyde montrent une forte activité contre T. versicolor et C. puteana avec des
concentrations d’inhibition minimales de quelques mMol/l. Nakayama et al., 2001 ont

proposé l'utilisation de la résine de Guayule, plante tres résistante aux attaques fongiques,
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dans la préservation du bois. Palanti et Susco (2004) ont utilisé comme produit de préservation
de bois un mélange d’huile et de Tébuconazole ou du Propiconazole et ont obtenu des pertes
de masse, représentant I'état de dégradation du bois aprés attaques fongiques, inférieures a

5% apres exposition a T. versicolor et R. placenta.

Malgré les nombreux avantages techniques du bois en tant que matériau, il présente plusieurs
inconvénients liés a sa structure chimique. Le bois est justement tres sensible aux variations
d’humidité, aux attaques de certains organismes vivants (champignons, insectes et bactéries)

et aux rayons ultraviolets.

Nous savons que la plupart des inconvénients du bois sont liés a sa structure chimique, il est
donc possible de les éliminer, ou du moins les limiter, en modifiant directement la structure
moléculaire des polymeres lignocellulosiques qui le constituent par greffage chimique

(Rowell, 1984, Hon, 1996 et Hill, 2007).

Le bois traité par les produits de syntheses issus des ressources fossiles perd non seulement
son caractére écologique. A cela, s’ajoutent, les limitations et/ou les interdictions de certains
de ces produits de syntheses, conduisant alors a la recherche de nouveaux produits de
préservation du bois a partir des matieres premieres renouvelables et biodégradables qui

auront des propriétés similaires a celles des produits de synthese.

Raison pour laquelle, de nombreux chercheurs dans le domaine de la preservation du bois
bois travaillent sur I’élaboration de solutions alternatives aux produits toxiques, soit par
I’extraction des ressources naturelles, comme les extractibles d’essences de plantes ou de bois
durables et d’en imprégner dans les essences peu durables ou des aubiers (Haluk et Roussel,
2000), soit par des recherches de I’activité biologique des huiles essentielles, des tropolones
et des stilbénes sur les champignons d’altérations du bois (Diouf et al., 2002 ; Sheng et al.,
2005 ; Vina et Clausen, 2006). Il est nécessaire de préciser que les solutions recherchées
devront constituer une alternative efficace et économiquement viable tout en respectectant

les normes en termes de toxicité et les contraintes environementales.

Parmi elles, nous avons choisi les résines (exsudats) de plantes pour faire du bio mimétisme,
car les plantes en produisent pour cicatriser leurs blessures. De plus, certains auteurs
considerent le mécanisme d’exsudation comme un moyen de protection en réponse a des

|ésions mécaniques ou a des invasions microbiennes (Marques & Xavier-Filho, 1991).
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Il. Généralité sur les essences, les oléorésines et les huiles
essentielles

La forét gabonaise est riche et diversifiée en plantes aromatiques et médicinales susceptibles
d’étre utilisées dans différents domaines (pharmacie, parfumerie, cosmétique,
agroalimentaire) pour leur propriétés thérapeutiques, organoleptiques et odorantes ou
encore pouvant étre utilisées comme source d’isolats pour les hémisyntheses. Ces plantes
sont a l'origine I'élaboration de produits a forte valeur ajoutée (huiles essentielles, extraits,
résines...) qui se présentent toujours comme des mélanges complexes dont il convient
d’analyser la composition avant leur éventuelle valorisation. La famille des Burseraceae fait

partie des espéce vegétales qui produisent une quantité abondante de résines.

Il.1. Contexte forestier gabonais
Le Gabon a une superficie de 267 000 km? et environ 1,8 million d’habitants. La forét
gabonaise couvre 80 % du territoire national. Elle est riche une biodiversité exceptionnelle
tant pour les arbres que pour la flore renfermant environ 8000 espéces de plantes et plus de
400 essences potentiellement exploitables (De Wasseige et al., 2012, Ageos, 2016). Plusieurs
essences de bois restent méconnues des industrielles et des chercheurs en Sciences du bois
au Gabon. L'Okoumé (A. klaineana) est I'espéce emblématique qui a retenu I'attention des
exploitants et des industriels pour ses excellentes qualités de déroulages et est donc trés
appréciée dans la production des placages et contreplagués. C’'est une espéce présente sur
les trois quarts du territoire. Son aire ne déborde qu’assez peu au-dela des frontieres, celle de
la Guinée Equatoriale au nord, du Congo Brazzaville au sud, si bien que le Gabon s’est
longtemps confondu avec le pays de I'okoumé. Elle a représenté la richesse principale de la
colonie, avant de s’effacer au tournant de I'indépendance devant le pétrole et les minerais
(manganese, uranium). La situation privilégiée de I'Okoumé a de facto scindé la possibilité
forestiere en deux groupes. L'Okoumé (A. klaineana) et I'Ozigo (D. buettneri) d’une part, et
d’autre part, les bois divers regroupant les autres essences telles que I'Aiélé (C.
schweinfurthii). Le Safoutier (D. edulis) ou I’Atangatier au Gabon est planté essentiellement
pour ses fruits. La forét gabonaise est une ressource renouvelable a cause d’un climat
pluviométrique avantageux. Avec la décision d’interdiction d’exportation des grumes en 2009

et la diversification de I'industrie bois, les conséquences directes qui en découlent, sont la
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production importante de déchets du bois. La valorisation de ce gisement déchets du bois et
I’extraction des biomolécules a fort potentiel dans les différentes parties des arbres (écorces,
racines, aubiers, duramens, feuilles, sciures, copeaux, résines etc.) peuvent donner une valeur
ajoutée a cette diversification. Cette forét reste donc I'un des socles durables de I'économie

gabonaise lorsque les puits de pétrole vont tarir (Pourtier, 2004).

Il.1.a. Aucoumea klaineana Pierre : caractéres botaniques et biodiversité
L’A. klaineana est une essence qui appartient au genre Aucoumea et de |'espéce klaineana
(figure 32 a). Il a plusieurs noms commerciaux officiels a savoir : Okoumé (France), Gaboon

(Angleterre), son nom scientifique est Aucoumea klaineana Pierre.

C’est un arbre essentiellement préssent au Gabon qui a une aire trés restreinte et se retrouve
au nord sur une partie de la Guinée espagnole et au sud dans la portion occidentale du Moyen-
Congo. Il atteint son maximum de fréquence dans la région cotiere. L'A. klaineana est une
essence des foréts de type équatorial, d’origine secondaire, qu’elle colonise ; elle forme des
peuplements naturels presque purs sur les plantations abandonnées et elle se régénére
facilement sur les anciens chantiers de coupe. On la trouve abondement sur les confins de la
grande forét ol elle reste disséminée et se régénere mal. A partir de 200 metres d’altitude les
peuplements denses deviennent rares et les arbres sont de moins belle venue ; a partir de 500
métres I'Okoumé croit de maniére isolé et sa forme devient franchement défectueuse (\Walker

et Sillans, 1961 ; White et Abernethy, 1996).

Son fat cylindrique est rarement trés droit, mais donne en moyenne 8,5 m3de bois commercial
en 2 ou 4 billes. La couronne trés large est formée de branches dressées sinueuses, tres
ramifiées et la cime globuleuse prend une teinte rouge vif en octobre ou en décembre-janvier

(Walker et Sillans, 1961 ; White et Abernethy, 1996).

Son écorce est lisse de teinte généralement rouge de vin avec des lichens en taches
horizontales blanches, jaunes, brunes ou rouges dans le jeune &ge, puis craquelée et se
détache en grandes écailles épaisses, allongées verticalement, de teinte brun rougeatre.
L'écorce blessée laisse exsuder une résine poisseuse grisatre qui devient opaque en se

solidifiant.
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Sa résine (oléorésine) de couleur blanchatre brile trés bien, elle répand une forte odeur de
térébenthine et se solidifie sous forme d’amas blancs et durs. Le feuillage diffus, est léger,
d’un vert grisatre. Les feuilles sont composées, imparipennées et alternes. La partie centrale
du fruit est creusée de 5 dépressions, opposées aux valves, contenant chacune 1 graine ailée.
La graine a cotylédons épais et contournés, de forme triangulaire, large de 8 mm, est
prolongée par une aile en forme de lame de 30 x 6 mm (Walker et Sillans, 1961 ; White et

Abernethy, 1996).

Il.1.b. Canarium schweinfurthii Engl : caractéres botaniques et biodiversité
Appartenant au genre Canarium et de 'espéce schweinfurthii, il a plusieurs dénominations.
I’Aiélé est la dénomination commerciale officielle. Le nom scientifique est C. schweinfurthii

Engl et les synonymes sont C. occidentale A. Chev. et C. khiala A. Chev.

C. schweinfurthii est une Burseraceae dont |'aire géographique est trés étendue en Afrique
(Berhaut, 1967 ; Vivien et al., 1985 ; Tchouamo 2000 ; Tchiegang 2001). L’Aiélé est signalé en
Guinée forestiére, dans des stations densément boisées (Carriere, 1994). Il est disséminé dans

toute la forét secondaire gabonaise.

C.schweinfurthii Engl est une variété de grand arbre a feuilles composées, a nombreuses
nervures latérales prédominantes (figure 32 b). Les fruits sont comestibles. Cette plante
oléagineuse est d’'une grande richesse culturelle. Elle donne une résine blanc-verdatre, a
odeur de térébenthine. Elle posséde de légers contreforts. Les jeunes rameaux sont couverts
de duvet. Les feuilles sont composées, impaires, en rosettes a I'extrémité des rameaux. Les
petites fleurs sont verdatres. Le fruit est drupacé, ovoide : petite prune de teinte violacée, a
maturité. L'écorce est grisatre, fortement crevassée. D’apres Tchiegang (2001) et Tchouamo
(2000), le bois de C. schweinfurthii est blanc-rosé et trés tendre. Les fruits se mangent comme
ceux de D. edulis, mais, mettent plus de temps a cuire. La pulpe de fruits peut contenir 30 a
50 % d’huile suscitant un intérét, les fruits sont consommeés ramollis ou pour accompagner les
féculents par les populations (Njoukam, 1998). L'huile est utilisée pour la fabrication des
shampoings, cirages ou comme biocarburants (Agho, 1992 ; Kapseu 1996 ; Ajiwe 2000 ;

Tchiegang, 2001).

Au Gabon, selon Aubreville (1959), sa résine est plus souvent employée pour faire des torches
« torches indigenes ». Pour Burkill (1985), sa résine sert de fumigéne pour éloigner les
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moustiques. On l'utilise en médecine traditionnelle pour le traitement de diverses maladies
telles que des plaies et infestions microbiennes, selon Kerharo (1974). Elle est également
utilisée pour ses propriétés émollientes, stimulantes et diurétiques. Walker et Sillans (1961)
nous renseignent que son bois, est débité en planches ou sert a fabriquer les pirogues utilisées

par les populations locales.

Il.1.c. Dacryodes buettneri H.J. Lam : caractéres botaniques et biodiversité
Tout comme les deux autres essences précédemment décrites, D. buettneri appartient au
genre Dacryodes et de 'espéce buettneri, elle posséde plusieurs dénominations dont le nom

officiel est I'Ozigo et son nom scientifique est D. buettneri H.). Lam. (figure 32 c).

D. buettneri est une essence caractéristique de I'ouest de I’Afrique centrale, ol sa répartition
naturelle est tres proche de celle d’A. klaineana. Elle est présente principalement au Gabon
et en Guinée-Equatoriale. Todou et Doumenge (2008), nous expliquent que de petits
peuplements ont été localisés dans le sud du Cameroun, autour de la boucle du fleuve Dja,
ainsi que le long de la frontiere sud ; de 13, son aire de répartition s’étend jusqu’aux régions

du nord du Congo. Cette essence est également présente dans le sud du Congo (Mayombe)

D. buettneri est présente dans la forét sempervirente dense et humide de basses terres
(jusgu’a 700 m d’altitude) (Caballé, 1978 ; Louis et Fontes, 1996 ; Senterre, 2005). Il pousse
bien sur les sols bien drainés des climats équatoriaux ou subéquatoriaux ou la pluviométrie
annuelle moyenne est de 2000-3000 mm. Il est toujours moins abondant prés de la cote et sur
les sols sableux qu’a l'intérieur des terres et sur les sols argileux. Todou et Doumenge (2008),
nous indiquent dans leurs travaux qu’au Gabon, D. buettneri est un arbre de la strate
forestiere supérieure, trés commun dans la partie est du bassin sédimentaire cotier dans les
foréts d’A. Klaineana et de Desbordesia glaucescens et de diverses espéces de

Caesalpiniaceae.

D. buettneri est un grand arbre dioique, de taille moyenne, atteignant 40-50 m de haut ;
dépourvu de branche sur 20 m de hauteur, atteignant 150 cm de diameétre, I'écorce externe
est de couleur jaune d’or, I'écorce interne est par contre rosée, son écorce externe s’écaille,
ses branches sont emmélées et a un feuillage sombre de teinte brune vu du dessous. D.
buettneri est une essence qui exsude lentement une résine translucide en assez grande
guantité, a odeur de térébenthine-camphrée. Les fleurs sont en grappes et les fruits sous
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forme de prunes bleues. Le bois a grain fin est constitué de teinte grisatre avec reflets brillants.
D. buettneri n’est pas cultivé. C'est un arbre a fat droit et cylindrique, muni de légers
accotements a la base. Le bois mi-dur, gris, se travaille comme I'A. klaineana, commun dans

la forét (Hecketsweiler, 1992 ; Todou et Doumenge, 2008).

Son bois est important au Gabon et en Guinée Equatoriale. Le bois de D. buettneri s’emploie
surtout pour le contreplaqué, mais il peut étre scié en planches destinées aux menuiseries
intérieures, aux meubles, aux charpentes, aux moulures, aux parquets, aux escaliers
intérieures, aux chassis de véhicules, aux coques de bateaux, aux caisses et aux perches.
Localement le bois est utilisé pour faire des pirogues (Raponda-Walker et Sillans, 1961 ; Vivien
et Faure, 1985 ; White et Abernethy, 1996). Au Gabon, D. buettneri est une essence
importante, puisque c’est un arbre fruitier. En effet, ses fruits ressemblent a ceux du D. edulis,
mais ils sont plus petits. La pulpe huileuse est consommée dans certains endroits apres avoir
fait tremper le fruit dans de I'eau bouillante pendant environ une minute (Raponda-Walker et
Sillans, 1961). La poudre d’écorce est utilisée en médecine dans le traitement des brulures. La
résine s’applique sur les abces et fait office de désinfectant et d’astringent (Raponda-Walker

et Sillans, 1961 ; Todou et Doumenge, 2008).

Il.1.d. Dacryodes edulis (G. Don) H.J. Lam : Caractére botaniques et biodiversité
Cette essence appartient au genre Dacryodes et de I'espéce edulis, elle a plusieurs noms, dont
ceux couramment utilisés sont I’Atangatier et le Safoutier, ses noms scientifiques sont

Pachylobus édulis G. Don ou D. edulis (G. Don) H.J. Lam. On peut la voir dans la figure 32 d.

D’aprés Bourdeault (1971) et Silou (1996), D. edulis est un arbre endémique du golfe de
Guinée dont l'aire de distribution s'étend de la Sierra Leone jusqu'a I'Est de I'Ouganda. C'est
est une essence semi-domestiquée qui s'est diffusée hors de la distribution originelle, dans
une vingtaine de pays (Verheij, 2002). C'est un arbre fruitier tres cultivé en milieu traditionnel
africain, dans les zones équatoriales, tropicales humides ou tropicales d'altitude. C’'est une
plante extrémement rustique qui s’accommode d’une vaste gamme de conditions
d’ensoleillement, de température, de pluviométrie et de sol (Kengué, 1990). Elle est cultivée
dans plusieurs pays d’Afrique tropicale : Angola, Cameroun, Congo-Brazzaville, République de
Centre-Afrique, Républigue Démocratique du Congo, Gabon, Nigéria, Guinée-Equatoriale et

Républiqgue de Sao-Tomé et Principe. Mais c'est en Afrique Centrale (Cameroun, Gabon,
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Congo-Brazzaville et Congo-Kinshasa) et au Sud du Nigéria que sa présence est la plus

observée.

D. edulis est un arbre pouvant dépasser 50 m de haut. La base dans son tronc légerement
canneté peut avoir un diametre de 15 m et est munie de contreforts arrondis. Son écorce est
jaune et dorée et se détache en longues et fines lamelles. Ses feuilles alternes, entieres,
coriaces, possedent 5 a 8 folioles asymétries a base, vert luisant sur le dessus jaune doré sur
le dessous. Cette essence fleurit de Septembre a Novembre et se couvre alors de bouquets
denses de petites fleurs dorées. Les fruits sont d’abord verts, puis rougeatres pour devenir

noirs bleutés ou, en maturité, sont violacés, comestibles et vendus sur le marché.

Son écorce blessée laisse exsuder une résine limpide qui devient opaque en se solidifiant. Sa
résine briile également tres bien, et répand une forte odeur et se solidifie sous forme d’amas
blancs et durs. Le bois d’un beau rouge, est un peu plus foncé au cceur (Walker et Sillans, 1961
; White et Abernethy,1996). Son bois convient tres bien a la fabrication de contreplaqué, il est
utilisé pour les membrures des embarcations. On s’en servait autrefois pour fabriquer une
boisson fermentée. L’écorce pulvérisée est appliquée sur les plaies au Gabon, elle est vomitive
et pesticide. La résine du Safoutier permet de fabriquer les torches lors des rites d’initiations

ou les fumigenes pour éloigner les moustiques (Burkill, 1994 ; Mpiana et al., 2007).

D. edulis est une essence qui est plantée tout d’abord pour ses fruits qui se consomment cuits
a I’eau ou sur braises. Les huiles de Safou (nom donné aux fruits) servent a la consommation
et a I'élaboration des produits cosmétiques (Kapseu, 2009). Tabuna et Tanoe (2009)
rapportent qu’au Cameroun, I’huile essentielle de Safou est utilisée comme ingrédient entrant
dans la fabrication des cosmétiques et dans I'aromathérapie, notamment dans le massage
appliqué pour soigner le rhumatisme. Selon Law (2010) I’huile de Safou pourrait étre aussi

exploitée pour la fabrication de biocarburant grace a son potentiel énergétique.

En pharmacopée traditionnelle, la résine, les racines, les feuilles et I'écorce integrent de
nombreuses recettes thérapeutiques pour le traitement des plaies, de I'anémie et de la
dysenterie, des troubles du tractus digestif, des maux de dents et d’oreilles, et de la lepre

(Raponda-Walker et Sillans, 1961).
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a) b)

c) d)

Figure 32: Les quatre essences gabonaises dont les oléorésines ont été étudiées a) A.
klaineana ; b) C. schweinfurthii ; c) D. buettneri ; d) D. édulis

I.2. Les oléorésines (exsudats des plantes)

Une oléorésine est une sécrétion naturelle telle que les exsudats des coniféres, des copaiers
et des élémis, formée d’une essence et de la résine résultant de I'oxydation de cette essence.
On la recueille par incision du tronc. Il existe cependant une confusion avec d’autres exsudats

végétaux. En effet les gommes, les mucilages ou les latex sont souvent considérés dans la
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littérature, comme étant des synonymes du terme résine, ce qui n’est pas vrai. Il est donc

nécessaire de caractériser ces divers exsudats et de redéfinir clairement le terme de résine.

C’est dans les années 1940-1950, avec I'avancée des techniques de chromatographie et de
spectrométrie qu’on a commencé a se préocupper de la compositon chimique des résines.
Grace aux progreés en microscopie électroniques,on a également commencé a comprendre le
fonctionnement des structures sécrétrices des résines ainsi que leurs fonctions au sein de la
plante. Les constituants de ces sous-produits forestiers ont alors pu étre caractérisés,

permettant de ce fait distinguer clairement les résines des autres exsudats végétaux.

Selon Langenheim (2003), les résines correspondent a des mélanges liposolubles, de terpenes
et/ou de composés phénoliques secondaires, sécrétés par des structures spécifiques situées
indépendamment a l'intérieur ou en surface d’un végétal. Mills and White (1977) montrent
gue ces substances, plus ou moins visqueuses et obtenues par exsudation naturelle ou
provoquée, durcissent au contact de I'air. Ce durcissement se fait par évaporation de la
fraction volatile et ou par polymérisation oxydative partielle de certains composés, selon les
espéeces. Cette résine sous forme solide ou semi-solide protége la zone blessée du tronc de la

plante.

C’est souvent dans le sol au pied d’un arbre que les blocs de résine exsudée sont parfois
ensevelis. On parle alors de fagon erronée de « résines fossiles ». La fossilisation des résines
se déroulant sur des temps géologiques, il s’agit en réalité simplement de résine, au méme
titre que celle qui s’écoule tres lentement a la surface de I'écorces d’un végétal ?. Par
exsudation, la résine s’accumule a la surface de I'écorce et par I'effet de la gravitation, forme
progressivement des stalactites de matiéres qui, a un moment donné, cassent et tombent a

la base de |'arbre.

Pour Burger (2008), le terme général résine s’applique en réalité aux résines terpéniques, car

elles sont constituées de terpenes.

Les résines phénoliques ou exsudats balsamiques encore appelés baumes sont caractérisés
par la présence de molécules ayant un noyau benzénique. Diverses voies métaboliques entre
dans leur syntheése. Elles sont produites par I'espece Myroxylon balsamun de la famille des
Fabaceae (Amérique Centrale) et par les espéces du genre Xanthorrhoea de la famille des

Xanthorrhoeaceae (Australie) (Burger, 2008). Pour Langenheim (2003), les résines
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phénoliques constituent une source importante de biomasse pour des fuels et entrent
souvent dans la composition des remedes employés en médecine traditionnelle, malgré le fait
que la majorité des résines commercialisées soient de nature terpénique. Les gommes sont
des matieres visqueuses, qui ne sont sécrétées que par certaines plantes, a savoir des arbres
appartenant aux familles des Leguminoseae/Fabaceae et des Sterculiaceae. Elles sont le
résultat du processus de gommose qui se produit suite a des traumatismes tels que la
sécheresse, des affections fongiques ou bactériennes, des attaques d’insectes ou encore des

blessures mécaniques, telles que des incisions (Fahn, 1979 ; Whistler, 1993).

La gomme contrairement a la résine, une fois exsudée, en entrant en contact avec I'écorce,
absorbe les tanins et prend une couleur jaune. A cela s’ajoute sa tendance a durcir et a
présenter, un aspect similaire a celui des résines (Langenheim, 2003). Il faut noter que
certaines plantes produisent a la fois de la gomme et de la résine ; c’est le cas des espéces
appartenant au genre Commiphora, de la famille des Burseraceae (Bhatt, 1989 ; Langenheim,

2003).

Ici, nous essaierons de donner une idée générale sur les tissus conducteurs et sécréteurs des
plantes suivis du phénomene d’exsudation, les différents types d’exsudats, de leurs propriétés
physico-chimiques, leurs constituants chimiques et enfin de leurs utilisations. On peut voir

I’exsudat frais de D. buettneri dans la figure 33.

Figure 33: Oléorésine (résine brute) de D. buettneri
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1.2.a. Les tissus conducteurs et sécréteurs des plantes vasculaires

Ce sont des méristemes, tissus qui se froment a partir de jeunes cellules indifférenciées. Ces
tissus sont des groupements de cellules plus ou moins différenciées, qui ont perdu le pouvoir

de se diviser et qui remplissent une fonction déterminée.

11.2.a.1. Les tissus conducteurs

Ils constituent un systéme continu de tissus dans la plante, assurent la conduction de |'eau,

des sels minéraux et des substances nutritives. On en distingue deux sortes :

v le xyléme (ou bois), qui assure le transport de la séve brute ou séve minérale (solution
aqueuse tres diluée de sels minéraux puisés dans le sol). Les éléments caractéristiques
du xyleme peuvent étre soient les trachéides ou les vaisseaux ligneux,

* |le phloéme (ou liber) qui assure le transport de la seve élaborée depuis les feuilles vers
le reste de la plante. Le phloéme des plantes a fleurs est composé de cellules a parois

transversales percées de pores appelées cellules criblées.

11.2.a.2. Les tissus sécréteurs
Les tissus sécréteurs, sont des tissus qui se produisent chez la plupart des plantes vasculaires.
Ils sont tres variés, et inégalement répartis entre les familles végétales. Ils ne forment pas un
tissu au sens strict du mot. Leurs origines ne sont jamais communes et il n’y a pas de continuité
morphologique entre eux. Seule la fonction identique de ses éléments permet de définir un

tissu sécréteur (Ghestem et al., 2001).
On peut en distinguer les suivantes :

v’ les cellules épidermiques,
les poils sécréteurs,
les cellules sécrétrices internes,

les canaux sécréteurs,

AN NI N

les laticiferes.

Les poches sécrétrices ou canaux sécréteurs qui sont des organes sécréteurs internes,
désignés, suivant leurs caracteres et leurs dimensions donnent naissance et sont des lieux ou

s’amassent les substances résineuses, qui sont, elles, des produits physiologiques pour la
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plupart des cas, (Cordemoy, 1911). Par exemple, certaines gymnospermes, tels que les pins,
produisent des exsudats résineux qui recouvrent les blessures, protégeant les arbres contre
les détériorations et les maladies. La figure 34 montre les canaux résiniferes dans lesquels
circulent les exsudats résineux. La résine circule dans les canaux résiniféres présents dans le

xyleme, le phloeme et le périderme.

Le phloeéme et le périderme

Le xyleme

Figure 34: Canaux résiniferes chez les pins (Nabors, 2009)

1.2.b. Les phénomeénes d’exsudation chez les arbres
Selon Santiago-blay & Lambert (2007), I'exsudation est trés fréquente a la fois dans I'espace
et dans le temps a travers le monde végétal. Toutefois ce phénoméne reste mal connu car
toujours difficile a expliquer de facon certaine. Les exsudats peuvent avoir une double origine.
Le plus souvent ils proviennent, dans les conditions normales de la végétation, comme de
véritables produits de sécrétion localisés dans certains tissus ou accumulés, en quantité
relativement faible, dans des organes spéciaux, différenciés au double point de vue
anatomique et physiologique (Cordemoy, 1911). Par exemple les travaux réalisés par Vassal
(1972) ont montré la présence des exsudats gommeux dans le cytoplasme, ce qui laisse croire
qu’il s’agit bien des produits d’excrétion d’origine naturelle. Ces substances exsudées se
forment également par destruction d’éléments histologiques et s’écoulent, de fois en
abondance, au niveau des blessures ou plaies accidentelles, ou encore par des incisions ou «

saignées » faites au niveau du tronc, de la tige ou de la racine, de la plante (Cordemoy, 1911).

67



Partie 1 : Etat de 'art

Le réle physiologique que jouent les exsudats au sein de la plante n’est pas encore bien défini.
Selon Santiago-blay & Lambert (2007), 'exsudation est un mécanisme naturel qui permet aux
plantes de cicatriser leurs blessures. Ajouté a cela, certains auteurs le considerent comme une
protection en réponse a des lésions mécaniques ou d’invasions microbiennes (Marques &
Xavier-Filho, 1991). Certains exsudats, ceux du type latex notamment, ont été rapportés
comme impliqués dans les interactions plantes-insectes et dans la défense contre les agents
microbiens ainsi que les insectes herbivores (Lewinsohn 1991 ; Ramos et al., 2010 ; Konno,

2011).

La figure 35 ci-aprés montre les différents réles que peuvent avoir un exsudat résineux au sein

d’un arbre a savoir :

a = la résine exsudée par les arbres sert a combler d’éventuelles fissures dans le bois, b = elle
sert a combler des fissures entre I'arbre et I'écorce, c = elle crée des poches a l'intérieur du
tronc, d = crée des poches a I'intérieur de I’écorce, e = la résine sert aussi de pansement pour
le bois, f = elle s’épanche sur le tronc, g = elle s’étale en couche autour du tronc, h = la résine
qui goutte forme des « glacons », i = elle forme des renflements, j = elle forme des « stalactites

» .

Figure 35: lllustration des différents roles des exsudats chez un arbre (Santiago-blay &
Lambert, 2007)
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1.2.b.1. Les différents types d’exsudats des plantes

Les exsudats des plantes sont des substances complexes qui peuvent étre subdivisées en

plusieurs groupes qui sont les suivantes :

v les latex,

v' les gommes,

v les exsudats résineux,

v les exsudats résineux obtenus sous forme de mélange (gommes-résines).

11.2.b.2. Les exsudats résineux

Les exsudats résineux et les gommes, sont produits par un nombre considérable d’espéces
végétales, appartenant aussi bien a la flore des climats chauds qu’a celle des pays tempérés
(Cordemoy, 1911). L'utilisation exacte du terme résine est tres confuse, malgré une littérature
riche sur les exsudats résineux, ce qui reflete la complexité du monde des résines
(Langenheim, 2003). Le terme résine n’a pas de signification bien précise ; il s’applique soit a
de véritables oléorésines (résine d’épicéa, de sapin), soit a des oléorésines durcies par la suite
de transformations chimiques ou de I’évaporation de constituants liquides. Selon la norme
NFT75-006, une résine est le résidu de la distillation d’une oléorésine naturelle (Bruneton,
2002). Dans notre travail, nous utiliserons le terme exsudats résineux pour designer aussi bien
les résines que des oléorésines des plantes. Selon Colombini & Modugno (2009), les exsudats
résineux sont des mélanges liposolubles de composés terpénoides volatils et non volatils
et/ou de composés phénoliques, qui sont sécrétés dans les structures spécialisées localisées
soit a I'intérieur ou soit a la surface des organes de la plante. Les exsudats résineux secrétés
par les plantes peuvent étre classés en deux sous-groupes : les exsudats résineux terpéniques

et phénoliques.

Nos essences étant de la famille des Burseraceae et les élémis étant des exsudats résineux
obtenus a partir des arbres de cette famille, nous allons donc développer uniquement les

élémis.

11.2.b.3. Les élémis

Ce sont des oléorésines odorantes d’origines tropicales, extraites d’essences diverses et

utilisées en pharmacie et dans lindustrie des vernis, des encres et des couleurs
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lithographiques. Les élémis sont donc des exsudats résineux obtenus a partir des essences de
la famille des Burseraceae, particulierement du genre Canarium, Dacryodes, Protium, et

Bursera (Langenheim, 2003).

a. Les élémis du genre Canarium
Le genre Canarium regroupe une centaine d’especes d’arbres de la famille des Burseraceae
originaires des régions tropicales d’Afrique et d’Asie. Ce sont de grands arbres sempervirents
de 40 a 50 m de hauteurs, a feuilles alternes et pennées. Seulement un certain nombre
d’especes a été étudié de facon systématique (Cruz-Canizares et al., 2005). Les élémis connus
sous le nom d’élémi de Manille ont été longuement rapportés dans la littérature (Cordemoy,
1911 ; Langenheim, 2003 ; Cruz-Canizares et al., 2005 ; Colombini & Modugno, 2009). Le plus
connu d’élémi de Manille provient d’espéces des fles Philippines, particulierement de

Canarium luzonicum.

b. Les élémis du genre Dacryodes
Le genre Dacryodes regroupe pres de 70 espéces distribuées dans les foréts tropicales
humides de I’Asie du Sud, de I’Afrique et d’Amérique tropicale. Le bassin du Congo en Afrique
centrale et la forét atlantique de la Guinée en Afrique de I’Ouest sont les principaux domaines
de distribution du genre Dacryodes (Onana, 2008). Les substances exsudées par ces plantes

sont peu connues.

c. Les élémis du genre Protium

Ce genre compte environ 150 espéces reparties en Afrique, en Amérique du Sud et dans la
région tropicale indo-asiatique. Les plantes appartenant a ce genre sont trés connues pour
leur capacité a produire des oléorésines. Pour Cordemoy (1911) l'espéce Protium
heptaphyllum (Aubl.) des Antilles francaises donne une substance résineuse de couleur

blanche, appelée encens blanc ou élémi du Brésil.

d. Les élémis du genre Bursera

Le genre Bursera regroupe une centaine d’especes d’arbustes et d’arbres allant jusqu’a 25 m

de haut. Ces espéces se répartissent du sud-ouest des Etats-Unis au Pérou (Langenheim,
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2003). Ces plantes sont tres résineuses et liberent une odeur caractéristique de pin-citronnée

guand une feuille ou une branche est cassée.

I.2.c. Les origines et voies de synthése des composés d’exsudats résineux
Les composés des exsudats résineux prennent leur origine grace a la photosynthese. Le
processus d’utilisation de I’énergie lumineuse pour convertir le CO; et I’'H,O en sucres se
compose de deux séries de réactions : les réactions lumineuses et le cycle de Calvin. Le cycle
de Calvin utilise I’ATP et le NADPH produits par les réactions lumineuses et le CO; de I'air pour
produire de molécules sucres-phosphates a trois atomes de carbones qui deviennent les
éléments de construction de molécules plus complexes (Nabors, 2009). Les composés
terpénoides et phénoliques des exsudats résineux sont ensuite synthétisés via différentes

voies métaboliques.

11.2.d. La composition chimique des élémis
Les analyses chimiques effectuées sur les élémis ont montré qu’ils sont constitués d’une partie
volatile (mono et sesquiterpénes) et d’une fraction moins volatile (constituée de triterpénes).
Les analyses publiées montrent une grande diversité de composition, variant en fonction de

I’origine botanique et géographique des plantes.

a. Les élémis du genre Canarium
D’apreés plusieurs chercheurs, la composition chimique de ces élémis montre que les fractions

résiniques et volatiles de ces substances sont constituées de différents composés (tableau 11).
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Tableau 11 : Les principaux composés identifiés dans les exsudats de quelques especes du
genre Canarium (Elouma Ndinga, 2010).

Fraction volatile

Fraction peu volatile

Espéeces

Références

Canarium album

[Bandaranayake, 1980]

terpinéol
élemicine acide canarique [Cruz-Canizares et al., 2005;
Bandaranayake, 1980]
élemol a-amyrine
y-eudesmol B-amyrine
B-eudesmol o-amyrénone

B-amyrénone
oléan-9(11),12-diene-3-ol
ursa-9(11),12-diene-3-one

ursa-9(11),12-diene-3-ol

Canarium luzonicum

octylacetate(E) - Canarium [Koudou et al., 2005]
nerolidol schweinfurthii
Carvone o-amyrine [Bandaranayake, 1980]
élémene B-amyrine

B-phellandrene o-amyrénone
o-pinéne B-amyrénone Canarium zylanicum
limonene 3B-hydroxyurs-12-én-11-one

3B-hydroxyoléan-12-én-one
oléan-12-éne-3,11-dione
urs-12-ene-33,11-dione
sitostérol
taraxérol

b. Les élémis du genre Dacryodes

Parsons et al., 1991 ont étudié I'exsudat résineux de Dacryodes normandii du Gabon. Ils ont

identifié deux nouveaux triterpénoides a savoir |'acide 21-oxo-3,4-seco-oléan-4(23),12-dién-

3-oique et l'acide 21-oxo-3,4-seco-ursan-4(23),12-dien-3-oique. Obame et al.,, 2007 ont

obtenus comme composés majoritaires le terpinéne-4-ol (27,3%), le p-cymene (19,0%), de I'a-

pinéne (13,2%), du sabinene (4,4%) et de l'isoascaridol (4,0%), dans I’huile essentielle de la

résine de D. buettneri. Et dans I’huile essentielle de la résine de D. édulis ; ils ont identifié le

sabinéne (21,7%), le terpinéne-4-ol (19,8%), I'a-pinéne (17,5%) et le p-cymeéne (11,3%) comme

principaux constituants. Malgré le nombre restreint des études sur la chimie des élémis de

Dacryodes, il semble que leurs fractions volatiles soient constituées essentiellement de

monoterpénes. Les fractions résiniques quant a elles sont constituées essentiellement des

triterpénes de type oléanane et ursane.
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c. Les élémis du genre Protium

En 2001 Susunaga et ses collaborateurs ont étudié la fraction neutre de I'élémis de Protium
heptaphyllum. L'a et I'B-amyrine étaient présents, avec des quantités non négligeables de
maniladiol et de 3-B,16-B-dihydroxy-oléan-12-eéne. Les minoritaires ont été le 3-B,24-
dihydroxy-urs-12-éne, le 3-ox0-20S-hydroxytaraxastane et le 3-B,20S-dihydroxytaraxastane.
Siani et al., 2012 ont identifié la présence de le B-amyrine, le f-amyrénone, |'a-amyrénone,
I’a-amyrine, de maniladiol, et de brein, dans plusieurs espéces. Par ailleurs, les analyses des
huiles essentielles de six especes de Protium ont montré une grande richesse en
monoterpénes. Les auteurs ont identifié¢ une prédominance de I'p-cymeéne, de I'a et I'B-
phellandrene. Ils ont également indiqué une augmentation du taux de I'a-pinéne et du p-
menthane dans les exsudats frais (Ramos et al., 2000). Marques et al., 2010 ont identifié le
terpinoléene (42,3%) dans I'huile essentielle de I'élémis de la sous-espece ulei et I'p-cymene

(39,9%) dans I’huile essentielle de I’élémis de heptaphyllum.

d. Les élémis du genre Bursera
L'a et le B-amyrine ainsi que le lupéole font partie des triterpenes les plus fréquents dans
I’élémis de B. simaruba (Peraza-Sanchez et al., 1995). L'analyse chimique des exsudats
résineux de différentes espéces du genre Bursera a permis d’identifier leurs constituants sous
forme de dérivés TMS a savoir : le 3-épi-B-amyrine-a-OTMS, le 3-épi-a-amyrine-a-OTMS, le 3-
épi-lupéole-a-OTMS, le B-amyrénone, I'a-amyrine-B-OTMS, I'a-amyrénone, le B-amyrine-3-
OTMS, le lupéole-B-OTMS et le lupénone (Lucero-Gomez et al.,2014). La figure 36 nous donne
un apercu des structures des composés identifiés dans les élémis de différents genres de la

famille des Burseraceae des travaux de Mathe et al. (2004 ; 2009).

“"/I[

27 "y
Roq 23
ursa-9(11) —diene oléan-9(11), 12- diene
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”"II[

of "y
R24 23
urs-12 - éne oléan-12- éne

avec R’=0TMS / O/ a-H, /B-OTMS et R?= CH3

Figure 36: Quelques structures chimiques des composés triterpéniques identifiés dans les
élémis

1.2.e. Les propriétés physico-chimiques des exsudats résineux
Les exsudats résineux se présentent sous forme de liquides épais qui, gardent plus ou moins
leur fluidité, ou ils se concretent a I'air en masses de consistance variable (Cordemoy, 1911).
En effet ils ne cristallisent pas, mais se brisent en fragments conchoidaux, parce qu’ils sont
formés de couches successives déposées lors de I'épanchement (Serier, 1986). Ceux de
consistance liquide se dissolvent plus ou moins dans les solvants organiques. Aprées
évaporation de la fraction volatile et/ou polymérisation oxydative partielle de certains
composants, ils durcissent et deviennent dans la plupart des cas insolubles dans les solvants
usuels. Chimiguement, les exsudats résineux sont des produits complexes constitués par des
hydrocarbures, surtout des hydrocarbures terpéniques (monoterpénes, sesquiterpenes, di, et
triterpénes) et/ou phénoliques. On trouve aussi quelques hydrocarbures non terpéniques de
la série grasse et de la série aromatique, associés a des composés ternaires oxygénés
provenant de I'oxydation ou de I'hydratation des hydrocarbures (Cordemoy, 1911). Ces

exsudats sont totalement insolubles dans I'eau ce qui rend leur analyse difficile. Par contre,
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ceux obtenus sous forme de mélange se dissolvent partiellement dans I’eau du fait gu’ils aient

une partie gommeuse.

11.2.f. L'utilisation des exsudats résineux
Les exsudats résineux ont plusieurs propriétés (adhésives, médicales, et aromatiques). Ces
substances ont été les plus utilisées dans I'antiquité, elles prenaient une place d’honneur. En
Archéologie par exemple, les exsudats résineux ont été utilisés comme vernis et liants dans la
fabrication des ceuvres d’arts. Ils ont également d’autres applications technologiques, par
exemple, la térébenthine extraite des bois tendres des pins est utilisée pour fabriquer des
peintures, des diluants, des encres, des laques, des savons et des cires. Les dammars (résine
sécrétée par un type d’arbre caractéristique des iles Indonésiennes) ont été utilisés pour la
fabrication de lampes a huile, de torches, de bougies, d’allume-feu et pour se protéger contre
les attaques d’insectes (Appanah et al., 1998). D’autres sont appréciés aussi pour leurs usages
médicinaux en particulier pour leurs propriétés antiseptiques et anti-inflammatoires (Basile et
al., 1988 ; Veiga et Pinto, 2002 ; Banno et al., 2006), analgésique, antimicrobiens et émollient
dans les emplatres et les pommades (Appanah et al., 1998). D’autres par ailleurs ont été

utilisés en parfumerie, cosmétologie et agroalimentaire (Ghestem et al., 2001).

11.3. Les huiles essentielles (HE)

1.3.a. L'identification
Une HE est un extrait de plante aromatique liquide, concentrée et complexe, obtenue par
distillation par entrainement a la vapeur d’eau de plantes aromatiques ou d’organe de cette
plante (fleur, feuille, bois, racine, écorce, fruit, oléorésine...). Cest I'essence distillée de la
plante aromatique. Elle est composée d’une centaine de molécules terpéniques et

aromatiques particulierement actives et originales pour la santé au quotidien.

11.3.b. L’historique
Reconnues pour leurs propriétés thérapeutiques et utilisées depuis des millénaires, les HE
tombent dans I'oubli au moyen Age; Cest a l'arrivée des Arabes (Avicenne, lbn Sinna
inventeur de la distillation a proprement parler) qu’on assiste a un nouvel essor de la

médecine par les plantes. La réelle naissance de I'extraction des HE par distillation a la vapeur
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d’eau se situe a I'époque de la révolution industrielle et invention permet le développement

de produits alimentaires et de parfums.

Gattefossé (1928) puis Valnet (1966) et ses disciples, sont les véritables « pére » de
I'aromathérapie. Gattefossé est le pionnier de la parfumerie moderne, en effet, c’est au

XXeme siecle que va naitre I'aromathérapie moderne.

De nos jours, des médecins, des chercheurs et des pharmaciens ont assis définitivement la

réputation, I'efficacité et I’extraordinaire richesse des huiles essentielles.

I.3.c. Les propriétés et usages
Les huiles essentielles sont reconnues comme ayant plusieurs propriétés utilisées dans divers

domaines :

v' En pharmacie, avec les propriétés antiseptiques (huiles essentielles de thym, de
girofle), sédatives, émollientes (soulage entorse, courbatures).

v' En parfumerie et industrie cosmétique : ce sont des diffuseurs de parfum, utilisées
comme de produits solaires et préparation pour bains

v' En aromathérapie, I'aromathérapie est I'utilisation médicale des extraits aromatiques
de plantes par les huiles essentielles

v" Enindustrie agroalimentaire

Plusieurs huiles essentielles sont reconnues également pour leurs propriétés
antibactériennes, antimycotiques, anti-inflammatoires, antifongiques, antalgiques, digestives,

etc..

Il en ressort que les résines (exsudats) produites par les plantes sont des substances naturelles
complexes et il y a une diversité de différents types d’exsudats. Cette diversité rend leur
classification difficile. Aujourd’hui, les progres de I'anatomie végétale et de la microscopie
électronique ont montré que ce sont des substances secrétées par des cellules et/ou organes
spécialisés. De plus ces données fournissent aussi des criteres permettant de mieux les définir,
de les différencier mais aussi de comprendre leur origine. On peut donc dire au regard de ces
informations, que les exsudats n’ont rien de commun avec la seve. En effet la séve circule dans
des vaisseaux différents des vaisseaux et cavités ou sont sécrétés les exsudats. Les substances

exsudées ont fait I'objet d’usages dans plusieurs domaines et de commerce depuis des
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millénaires. Cela a conduit le milieu de la recherche a porter un intérét particulier a ces
substances. Elles ont été étudiées dans les domaines de I’ archéologique, de I’agroalimentaire,
des cosmétiques, de la médicine. Cependant, ces substances n’ont pas encore fait I'objet

d’études dans le domaine de la préservation du bois.

77



Partie 2 : Protocoles expérimentaux et matériels



Partie 2 : Protocoles expérimentaux et matériels

I. Extraction et caractérisation chimique des oléorésines a I'aide de
la GC/MS

Les oléorésines ou résines des différentes essences, ont été utilisées sous trois formes durant
notre étude, afin de maximiser la valorisation de ces dernieres, surtout des fractions les moins
volatiles qui n"ont pas beaucoup été étudiées mais présentent des propriétés intéressantes
par rapport aux applications visées pour la protection du bois. Nous avons procédé comme
suit : 'oléorésine est récoltée telle qu’elle, nous I'avons appelé résine brute (RB). Une fois
cette résine brute séparée des débris d’écorces et de terre par une mise en solution suivie
d'une filtration, elle devient résine purifiée (RP). Enfin, nous avons recueilli I'huile essentielle

(HE), qui est la résultante de I’hydrodistillation de la résine brute.

Nous utiliserons tout au long de nos travaux ces trois fractions des différentes oléorésines d’A.

klaineana, C. schweinfurthii, D. buettneri et D. edulis.

I.1. La matiére végétale
Les résines d’Aucoumea klaineana Pierre, Canarium schweinfurthii Engl, Dacryodes buettneri
H.J. Lam ont été récoltées a L'arboretum Raponda Walker « Bois des géants » dans la
commune d’Akanda au Cap Estérias au Nord-Est de Libreville (figure 37 a). La résine de
Dacryodes edulis (G. Don) H.J. Lam, a été récoltée dans les terrains de riverains du Cap Estérias.

Toutes ces résines ont été prélevées durant le mois d’Ao(t 2017.

I.2. Extraction des huiles essentielles par hydrodistillation
On utilise un appareillage de type Clevenger (Clevenger, 1928) (figure 37 b) pour réaliser
I’extraction des huiles essentielles des différentes résines par hydrodistillation simple telle que
décrite par Bruneton (2009) pendant 4 heures. Les résines sont directement immergées dans
le ballon tricol ou bicol contenant de I'’eau distillée. L'eau est portée a ébullition, les vapeurs
sont condensées par un passage dans un réfrigérant et sont récupérées dans une ampoule a
décanter ol deux phases sont observées. La phase inférieure (hydrolat) est recueillie dans un
bécher par décantation, la phase supérieure (phase organique) est I'huile essentielle. Pour
éliminer les traces d’eau, nous avons utilisé le sulfate de magnésium comme agent

déshydratant.
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Le rendement de |’extraction est calculé par la méthode suivante (AFNOR, 2000) :

masse d'huile essentielle obtenue (g)
Rendement (%) = — — X 100
masse de la résine utilisée (g)

Equation 2: Calcul du rendement des huiles essentielles

I.3. Séparation ou purification des oléorésines
Les résines brutes (RB) sont dissoutes dans I’éthanol (exemple pour 100g de résines divisée
dans 4 récipients, on met le solvant jusqu’a ce qu’il solubilise), puis centrifugées a 4 rpom/min
pendant 10 minutes a I'aide d’une centrifugeuse (figure 37 c) afin de se débarrasser des débris
et de ne prendre que le surnageant liquide. L’éthanol est ensuite évaporé a l'aide d’un

évaporateur rotatif (Figure 38 d), pour récupérer la résine pure (RP).
Nous avons également travaillé avec deux autres solvants a savoir I'acétone et le méthanol.

Le rendement est calculé comme suit :

fend £ (%) masse de résine pure obtenue (RP)(g) 100
_ X
endement (7o masse de la résine utilisée (RB)(g)

Equation 3: Calcul du rendement de la résine

I.4. Analyse des huiles essentielles et des deux fractions de résines

I.4.a. Analyse chimique des trois fractions de résine par chromatographie en phase
gazeuse couplé a la spectrométrie de masse

Chacune des différentes fractions est analysée par chromatographie en phase gazeuse sur un
appareil Perkin Elmer Clarus 680 (GC) équipé d’une colonne de silice fondue DB-5MS
[(diméthyl- / diphényl-polysiloxane, 95 : 5) (30 m, 0,25 mm, 0,25 um), couplée a la
spectrometre de masse Perkin Elmer Clarus SQ8 (MS) piloté par le logiciel Turbo Mass v.6.es.
2 mg de chacune des fractions est dissoute dans 1 mL d'acétate d'éthyle. 1 pL de cette solution
est injectée a une température d'entrée de 250°C en mode splitless. L'hélium est utilisé
comme gaz vecteur. Le programme de température typique est le suivant : La GC est
programmeée en température selon le schéma suivant : 80°C pendant 1 min, jusqu’a 300° C
(24 min), palier a 300°C pendant 5 min. Pour améliorer la résolution maximale de certains
échantillons, le programme de chauffage peut étre légérement modifié, ce qui entraine des

temps de rétention différents. Un courant d'hélium de 1 mL. min?! est utilisé comme phase
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mobile. Apres cette étape de séparation, les composés sont transférés dans le spectrometre
de masse par une ligne de transfert chauffée a 250°C et ionisés par impact électronique
(énergie d’ionisation de 70 eV). Les différents produits présents dans nos essences sont
identifiés. La partie MS du systeme d’analyse permet d’obtenir un spectre de masse pour
chacun des pics. Les spectres de masse des composants sont ensuite comparés aux spectres
de masse des différents composés contenus dans la bibliotheque NIST. Via le logiciel MS
Search 2.0 (2011) et les indices de similitudes entre le spectre du pic et les spectres
« références », le composé est réputé identifié comme on peut le voir dans la figure 38, qui
présente le principe d’identification des produits. L'appareil utilisé est représenté dans la

figure 37 e.
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e)

Figure 37: a) Lieu d’échantillonnage ; b) montage de type Clevenger ; c) Centrifugeuse ; d)
Evaporateur rotatif ; e) Appareil GC/MS Perkin Elmer Clarus 680 SQ8

Identification du produit

Figure 38: Principe d'identification des composés issus de nos différentes fractions
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Il. Evaluation des propriétés antifongiques et antitermites des
différentes oléorésines

Les principaux agents de dégradation du bois d’ceuvre sont les termites et les champignons
de pourritures de bois, dont les pourritures blanches et brunes. Ces derniers ont un impact
économique majeur sur les essences commerciales des zones tempérée et tropicale et sur les
produits transformés; parmi les agents de pourriture brune, il y a Coniophora puteana,

Gloeophyllum trabeum et Poria placenta.

Dans ce chapitre, nous allons étudier les activités antifongiques et antitermites des trois
fractions d’oléorésine d’A. Klaineana Pierre, C. schweinfurthii Engl, D. buettneri H.J. Lam et D.
edulis (G. Don) H.J. Lam vis-a-vis de quatre pourritures de bois et de termites. Cette étude
nous permettra d’évaluer et de comparer la potentialité de ces différentes fractions, comme

agents de protection du bois.

I.1. Matériel Biologique
Différents types de champignons sont utilisés, deux pourritures fibreuses ou blanches
(Coriolus versicolor = Trametes versicolor) et Pycnoporus sanguineus) et deux pourritures
cubiques ou brunes (Poria placenta = Rhodonia placenta et Coniophora puteana). lls sont
fournis dans des boites de Pétri par la mycotheque du laboratoire de préservation du bois du
CIRAD a Montpellier (France). lls sont choisis pour les dégats élevés qu’ils provoquent sur le
bois, et leur I'utilisation récurrente dans les normes de durabilité du bois ou de |’évaluation

de I'efficacité des produits de préservation.

Les quatre souches fongiques ont été repiquées sur un milieu de culture composé dun
mélange malt-agar dans les boites de Pétri et maintenues a 22°C et a 70% d’humidité relative

(figure 39).
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Figure 39: Les quatre souches repiquées sur milieu gélosé

11.2. Les termites

Les termites (figure 40) sont fournis par le CIRAD a Montpellier (France). Ces termites, de
I'espeéce Réticulitermes flavipes (ex santonensis de Feytaud) provenant de l'ile d’Oléron
(France), sont conservés en bacs d’élevage dans une enceinte climatique obscure, bien aérée

et réglée a une température de 27°C et une humidité relative minimum de 75%.

Figure 40: Termites de I'espece Réticulitermes
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I1.3. Tests biologiques

1.3.a. Tests d’inhibition fongique

Les tests d'inhibition de croissance sont réalisés selon la méthode de Chang et al. (1999) avec
une légere modification. Les milieux de culture sont préparés dans des erlenmeyers de 200
mL en ajoutant 4 g de malt et 25 g d'agar a 100 mL d'eau distillée. Les erlenmeyers, sont
ensuite fermés avec du coton cardé enveloppé dans une feuille d'aluminium et stérilisés dans
un autoclave a 120°C pendant 25 minutes a 1 bar. 50 mg, 100 mg ou 150 mg des différentes
fractions des résines solubilisées dans un volume minimal d'éthanol (1 mL pour HE, 2 mL pour
RP et RB) sont mélangés directement avec un milieu de gélose malt-agar sous hotte a flux
laminaire dans chaque erlenmeyer apres stérilisation pour obtenir un milieu de culture
contenant respectivement 500 ppm, 1000 ppm et 1500 ppm. Apres refroidissement, le
contenu de chaque erlenmeyer contenant les différentes concentrations les différentes
fractions des résines a été versé dans des boites de Pétri de 9 cm de diametre a proximité
d'une flamme pour obtenir des boites de Pétri contenant environ 20 mL de malt-agar

additionné de nos différentes fractions ou non.

Des boites contréles contenant uniguement du malt-agar-additionné d’1 mL d'éthanol sont
préparés pour évaluer 'effet du solvant sur la croissance fongique et servir de témoin pour
arréter les tests de croissances. Apres solidification, les milieux de culture ont été inoculés
dans leurs centres avec un morceau de mycélium fraichement cultivé des différentes souches
fongiques. Les boites de Pétri sont ensuite incubés a 22°C et 70% HR dans une chambre

climatique.

La croissance est évaluée quotidiennement en mesurant le diametre de la colonisation du
mycelium, estimé a partir de la moyenne de deux diameétres perpendiculaires et exprimé en
pourcentage de la place disponible pour la croissance, a savoir le diametre de la boite.

L’inhibition de la croissance est calculée selon la formule :

Inhibition de la croissance (%)= [(1-d1)/do]x100
Equation 4: Calcul du pourcentage de la croissance du champignon

Ou do est le diametre de la culture témoin et di le diametre de la culture en présence de

fraction de résines. L'inhibition de la croissance est calculée lorsque le diameétre de la culture
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témoin a atteint 9 cm. Toutes les expériences sont répétées trois fois, afin de minimiser
I'erreur. La figure 41 montre le schéma de I'évaluation de I'inhibition de la croissance du

champignon par mesure de diameétre.

Baite test
_-"-_ i i1
i - “ MES
Dépdt du mycélium Z -EH ‘_.J__' 9
L __-"’ '\"'-..\_--_--"-.
".:_ _-"'- — ey
b N Wy

Milieu de culture +
fractions ou non

Figure 41: Schéma de I’évaluation de I'activité antifongique par mesure du diametre de
croissance du mycélium

11.3.b. Tests antitermites

Deux concentrations d'huiles essentielles (HE) et deux fractions de résines (résine purifiée et
résine brute) sont utilisées pour évaluer les propriétés antitermites des résines des différentes
essences. Chaque fraction est solubilisée dans de I'acétone dans des préparations 1/1 et 1/3
(fraction résine / acétone, m/m). 70 pL de solution d'huile essentielle ou 90 pL de solution de
résine (RB et RP) ont été imprégnés sur du papier filtre Whatman de 2,5 cm de diametre
(Grade 1) avant exposition aux termites. Les papiers imprégnés des différentes solutions ont
été séchés a l'air (20°C, 65% HR, 2h) ou dans une étuve (103°C, 1h). Apres séchage, chaque

papier imprégné est pesé avant d'étre mis en contact avec les termites.

Les tests sont réalisés dans des boites de Pétri de 9 cm de diamétre contenant 25 grammes de
sable de Fontainebleau humide (4 volumes de sable pour 1 volume d’eau) placés a la
périphérie de la boite. Les papiers Whatman traités sont placés sur une grille en plastique au

milieu de la boite de Pétri (sans sable), afin de limiter la prise d’humidité, et 20 termites
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ouvriers sont ajoutés dans chaque dispositif d’essai. Les boites de Pétri sont placées a
I'obscurité a 27°C et a une humidité relative de 75%. Enfin, trois dispositifs de contrdle de
I'alimentation contenant seulement 15 g de sable humide et 20 termites sont mis en ceuvre
pour vérifier la survie des termites sans aucune possibilité d'alimentation. Ces dispositifs sont
régulierement surveillés tout au long de I'essai afin de contréler I’humidité du sable, d’ajouter
de I'eau si nécessaire et de surveiller le comportement et I'activité des termites. Apres 21
jours, lorsque tous les termites contenus dans les dispositifs de contréle de la diete sont morts,
le test est arrété. Les échantillons sont nettoyés et séchés selon le méme processus que celui

utilisé apres imprégnation (20°C ou 103°C) et pesés.

Trois types de controles sont testés dans les mémes conditions (trois répétitions par modalité)
: papier imbibé d’eau, papier imbibé d’acétone (solvant utilisé pour la dilution des différentes
concentartion testées) et papier témoin. La figure 42 représente par un schéma le principe de

I’évaluation de 'activité antitermite.

Les pertes de masse et les taux de survie aux termites ont ensuite été déterminés selon les

formules qui suivent :

PMter (%) = [(mo ou 1 — m2)/mo] x 100

Equation 5: Calcul de la perte de masse des papiers filtres

avec PMter la perte de masse des papiers filtres causées par les termites, mo étant la masse
séche du papier non imprégné, m; est donc la masse séche du papier traité et mz la masse

séche papier filtre traitée aprés exposition aux termites.

Taux de survie (%) = (Nombre de termites ouvriers vivants a la fin du test/20) x 100

Equation 6: Calcul du taux de survie des termites
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Papier filtre traité ou non
20 termites \ ‘ ’
Sable humidifié

Figure 42: Principe d’évaluation de I'activité antitermite

Nous avons présenté ici, les matiéres biologiques et les tests qui vont avec, a savoir les
inhibitions de la croissance du champignon et les tests sur papiers filtres. Dans |'optique de

connaitre les effets de nos oléorésines vis-a-vis de champignons et des termites.
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lll. Evaluation de l'efficacité des traitements du hétre et du pin par
imprégnation des oléorésines des quatre essences gabonaises

Les résultats obtenus a partir des tests de bioactivité (fongiques et termites) des différentes
fractions ont montrés que parmi les quatre essences étudiées, trois ont une forte activité
antitermite, et moyenne activité antifongique, mais seulement a de forte concentrations. Il
est doncintéressant d’exploiter ces résultats dans des essais d’efficacité des trois fractions sur

des éprouvettes de bois confrontées a I'attaque des champignons lignivores et des termites.

Le protocole suivi pour le tests sur les champignons, avec des légeres modifications, est adapté
de la norme NF EN 113 décrite par Bravery, 1979. Et celui sur les termites est adapté de la
norme EN 117, avec des légéres modifications lui aussi. Ces tests de laboratoire donnent une
base pour I'évaluation de I'efficacité d’un traitement de préservation du bois contre les

Basidiomycétes responsables de la pourriture du bois et des termites.

Ce sont donc des méthodes qui quantifient la perte de masse anhydre d’échantillons de bois
soumis a l'attaque des différents agents de dégradation du bois. La norme (EN 113) spécifie
les espéces de champignons a utiliser. Pour les feuillus, on utilise les pourritures blanches dont
C. versicolor, pour les résineux, ce sont P. placenta, G. trabeum et C. puteana qui sont
exploités. Dans notre travail nous avons ajouté une pourriture blanche tropicale P.

sanguineus.

Dans ce chapitre, nous allons tester la capacité que les oléorésines (sous trois formes) d’A.
Klaineana Pierre, C. schweinfurthii Engl, D. buettneri H.J. Lam et D. edulis (G. Don) H.J. Lam
peuvent apporter dans la protection du bois de pin et de hétre contre les agents de

dégradation du matériau bois, dans un premier temps.

Les différentes oléorésines et les matériels biologiques utilisés dans cette étude sont déja

décrits dans les deux précédents chapitres.

lll.1. Echantillons du bois pour les tests
De l'aubier de pin de Sylvestre et du hétre sont utilisés pour préparer les éprouvettes de bois.
Le sciage des éprouvettes s’est déroulé au Laboratoire d’Etudes et de Recherches sur le

Matériau Bois (LERMAB) de Nancy.
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Nous avons confectionné, une série d’éprouvettes de dimensions de 25x15x5 mm?3 selon les
axes longitudinal, radial et tangentiel (L, R, T). Les éprouvettes sont exemptes de décoloration,

de pourriture, de trou d’insectes et autres défauts.

Ces éprouvettes sont poncées et numérotées avant de les sécher a 103°C pendant 24h, puis

les soumettre a I'imprégnation sous vide.

lll.2. Protocole d’Imprégnation sous vide de laboratoire

Figure 43: Dispositif d'imprégnation au LERMAB
Le protocole d’imprégnation des éprouvettes est adapté selon les directives de Bravery
(1979), avec des ajustements concernant la taille des échantillons a tester (25x15x5 mm?3 [L,
R, T]). Les neuf solutions suivantes, a base de résines brutes (RB), d’huiles essentielles (HE), de
résines purifiées (RP), diluées dans I’éthanol, ont été préparées. Les mélanges ont été calculés

en masse par masse (m/m) :

v 4 solutions de résine brute (RB) diluées dans I’éthanol : 1%RB, 5%RB, 10%RB et 20%RB

v 1 solution d’huile essentielle (HE) diluée dans I’éthanol : 5%HE

v' 4 solutions de résine purifiée (RP) diluées dans I'éthanol : 1%RP, 5%RP, 10%RP et
20%RP
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Apres préparations des différentes solutions d’'imprégnation, 30 éprouvettes préalablement
séchées a 103°C et pesées sont placées dans un bécher, et lestées a I'aide des billes de verre
pour éviter qu’elles ne flottent. Le bécher est placé dans le dessiccateur équipé d’un robinet
a deux voies placé sous vide de 5 mbar pendant 30 minutes (figure 43). La solution
d’imprégnation est alors introduite dans le bécher a I'aide d’un robinet double voies. Une fois
les éprouvettes recouvertes par la solution, ces dernieres sont laissées pendant 1 heure a
pression atmosphérique et température ambiante. Aprés les 1h, les éprouvettes sont retirées
de la solution et séchées a 103°C pendant 48h puis pesées. Le gain de masse est alors

déterminé selon la formule 7 :

Gain de masse (%) = [(m1— mo)/mo] x 100
Equation 7: Calcul du gain de masse des éprouvettes

Avec mp la masse seche de I'éprouvette non traitée et mi la masse seche de I'éprouvette
traitée

lll.3. Le protocole de lessivage
Le lessivage a été effectué selon la norme NF X 41-568 (2014). Les éprouvettes sont
immergées dans de I'eau distillée (1 volume de bois pour 5 volumes d'eau) et soumises a six

périodes de lessivage de durée croissante sous agitation continue a 20°C (figure 44).
L'eau est remplacée par de I'eau fraiche apres chaque période de lessivage.

v" Un premier cycle délavage de 3 périodes de lessivage de 1 h, 2 het 4 h.
v Les éprouvettes sont ensuite laissées sécher a I'air pendant 16 heures.
v" Un deuxiéme cycle de délavage impliquant 3 périodes supplémentaires de 8h, 16h et

48h avec changement d’eau entre chaque période.

Les éprouvettes lessivées ont ensuite été séchées a 103°C et pesées (m3). Le taux de lessivage

est calculé comme suit :

Taux de lessivage (%) = [(mt — mg)/(mt— mnt)] x 100
Equation 8: Calcul du taux de lessivage des éprouvettes

OU m: est la masse seche de I'éprouvette traitée, mi: est la masse seche de I'éprouvette traitée

lessivée et mnt la masse seche de I'éprouvette non traitée.

91



Partie 2 : Protocoles expérimentaux et matériels

Figure 44: Dispositif du lessivage LERMAB

l11.4. Tests biologiques

lll.4.a. Résistance fongique

Ce test a été évalué selon une procédure décrite par Bravery (1979). Des échantillons de pin
sont exposés a Coniophora puteana (Schumacher ex Fries, Karsten, souche BAM Ebw) et a
Poria placenta ((Fries) Cooke sensu J. Eriksson, souche FPRL 280), tandis que des échantillons
de bois de hétre sont exposés a Coriolus versicolor ((Linneus)) L. Quélet souche CTB 863 A) et

a Pycnoporus sanguineus.

Un milieu de culture stérile est préparé a partir de malt (40 g) et d'agar (20 g) dans de |'eau
distillée (1 L) et placé dans des boites de Pétri de 9 cm de diameétre. Apres solidification du
milieu, chaque boite de Pétri est inoculée avec un petit morceau de mycélium d’une culture
pure fraichement cultivée et incubée pendant 2 semaines a 22°C et a 70% d'humidité relative,

jusqu’a colonisation totale de la surface de la boite par le mycélium.

Trois éprouvettes (deux traités et un témoin) sont placées dans chaque boite de Pétri. Chaque
expérience a été réalisée en triple. Des controles de virulence ont également été effectués sur
neuf éprouvettes non traitées. La figure 45 représente le dispositif et le principe d’évaluation
de la résistance fongique et la figure 46 montre I'exposition des éprouvettes traitées vis-a-vis

des champignons.
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Eprouvettes traitées
Eprouvette témoin o - '
\

Milieu de culture
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Figure 45: Principe d’évaluation de la résistance fongique suivant la norme EN 113, durée 12
semaines

L'incubation est réalisée pendant 12 semaines a 22°C et a 70% dans une chambre climatique.
Une fois I'exposition fongique terminée, le mycélium est retiré des éprouvettes. Ces
éprouvettes traitées sont ensuite séchées a 103°C et leur masse finale est enregistrée (ms).
Les pertes de masse sont déterminées. La perte de masse (PM) est exprimée en pourcentage

de la masse initiale de I’échantillon de bois, séché a I’étuve, selon la formule suivante :

PM (%) = [(mo ou 1 — m2)/mo ou 1] x 100
Equation 9: Calcul de la perte de masse des éprouvettes

OU mo est la masse séche de I'éprouvette non traitée, mi la masse séche de I'éprouvette

traitée, m; la masse seche de I'éprouvette apres exposition aux champignons.

La perte de masse, aprés exposition aux champignons, est corrigée en tenant compte des
variations de masse non liées a I'activité des champignons lignivores, a I'aide d’un coefficient

de correction selon la formule qui suit :
PM (%) corrigée = PM1 (%) — moyenne PM3(%)

Equation 10: Calcul de la perte de masse corrigée
avec : PM1 (%) : perte de masse des éprouvettes exposées aux champignons ;

PM; (%) : moyenne des pertes de masse des éprouvettes déposées sur un milieu gélosé non

inoculé avec une souche fongique.
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Figure 46: Exposition des éprouvettes traitées vis-a-vis des champignons

lll.4.b. Résistance aux termites
L'imprégnation des éprouvettes d'aubier de pin sylvestre est décrite au lll.2. Et le lessivage de
la moitié de ces éprouvettes est réalisé comme décrit au lll.3. Ces éprouvettes lessivées et
non lessivées sont séchés a 103°C, pesées et conditionnées a 20°C et 65% HR avant |'exposition

aux termites.

Chaque éprouvette traitée est placée dans une boite de Pétri de 9 cm de diametre contenant
40 g de sable Fontainebleau (4 volumes de sable pour 1 volume d'eau déminéralisée). Des
grilles en plastique sont utilisées pour éviter le contact direct des éprouvettes avec le sable et
pour éviter la saturation en eau. Une éprouvette (un bloc) est placée dans chaque boite de
Pétri. Trois répétitions pour chaque traitement et des témoins (éprouvettes d’aubier de pin

imprégnées ou non d'éthanol) sont utilisées.

Au total, 50 termites ouvriers, une nymphe et un soldat sont introduits dans chaque boite de
Pétri. Les boites de Pétri sont placées a I'obscurité dans une chambre climatique réglé a 27°C
et une humidité relative supérieure a 75%. Aprés quatre semaines, les éprouvettes sont
prélevées et nettoyées, le taux de survie des termites est calculé et les dégats causés sur les
éprouvettes testé sont cOtés visuellement. La figure 47 montre le dispositif de I'évaluation de
la résistance des éprouvettes traitées face aux termites et la figure 48 présente I'exposition

des éprouvettes traitées vis-a-vis des termites.
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Eprouvette traitée e s
P Sable humidifié

50 termites

Figure 47: Principe d’évaluation de la résistance au termite suivant la norme EN 117, durée 4
semaines

Les éprouvettes sont finalement séchées a I’étuve (103°C) pour obtenir leur masse anhydre et

déterminer la perte de masse due a I'attaque de termites selon la formule suivante :

PMter (%) = [(mo ou 1 —m3)/mo ou 1] x 100
Equation 11: Calcul de la perte de masse des éprouvettes non lessivées
Celle des éprouvettes non lessivées exposées aux termites calculée selon la formule :
PMter (%) = [(mo ou1—ms3)/mo ou 1] x 100
Equation 12: Calcul de la perte de masse des éprouvettes lessivées

OU mo est la masse seche des éprouvettes non traitées, mi est la masse séche des éprouvettes
traitées, my la masse séche des éprouvettes traitées apres exposition aux termites, ms la

masse seche des éprouvettes traitées lessivées apres exposition aux termites.

L'évaluation visuelle de I'éprouvette exposée est réalisée selon les criteres de la norme EN117

(2013) (les criteres étant ajustés a la taille de I'échantillon) et exprimée comme suit :

O=aucune attaque, 1l=tentative d'attaque, 2=attaques légeres, 3=attaques moyennes,

4=attaques graves attaque.
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Figure 48: Exposition des éprouvettes traitées ou non sur les termites : boite de Pétri
exposées dans I'étuve (a) et les éprouvettes en contact avec les termites
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IV. Etude de l'efficacité de I'association des oléorésines et du
Tébuconazole dans la préservation du bois de pin et du hétre

Les résultats de I'efficacité des oléorésines sur la préservation du bois sont encourageant sur
les champignons a de grandes concentrations, ce qui ne pourrait pas permettre la confection
des traitements antifongiques a base de résines uniquement, d’ou la nécessité de les associer

a un autre biocide. Trois des quatre résines se sont montré tres efficace sur les termites.

Mais face au lessivage, nos différentes résines perdent leur efficacité sur les termites et les
champignons. Comme ces substances sont constituées pour la plupart des composés volatiles
et que les éprouvettes traitées sont souvent soumises au séchage, ces derniéeres ne résistent
pas au lessivage, pour pallier a ce probleme, il a donc été nécessaire de songer a trouver un
moyen de fixation des oléorésines sur le bois pour une utilisation en extérieure. Nous allons
également tester la capacité des trois fractions de résines associées a un biocide industriel

(Tébuconazole) dans la protection du bois de pin et de hétre.

IV.1. Le matériel
Les résines d’A. klaineana Pierre, C. schweinfurthii Engl et D. edulis (G. Don) H.J. Lam] sont
choisies pour évaluer l'effet de |‘ajout d’un biocide organique, le Tébuconazole, sur la
préservation du bois. C. versicolor et C. puteana sont retenus comme agents de dégradation

du bois pour évaluer I'effet antifongique des fractions.

Le bois d’aubier de pin sylvestre (Pinus sylvestris) fourni par le LERMAB est utilisé pour les
tests contre les termites et les pourritures brunes, le hétre (Fagus sylvatica) est utilisé pour le

test avec les pourritures blanches.

IV.2. Traitement des bois par imprégnation

v Le protocole d’'imprégnation des éprouvettes est adapté selon les directives de la
norme EN 117 (2013), avec des ajustements concernant la taille des échantillons a
tester (25x15x5 mm3[L, R, T]). Les neuf solutions suivantes, a base de résines brutes
(RB), d’huiles essentielles (HE), de résines purifiées (RP) et de Tébuconazole (T), diluées
dans I’éthanol, sont testées :

v' 1 solution de résine brute (RB) diluée dans I’éthanol : 5% RB
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v 1 solution de résine brute (RB) et de Tébuconazole (T), diluée dans I’éthanol : 5% RB +
001%T

v" 3 solutions de Tébuconazole (T) diluées dans I’éthanol : 0,1% T; 0.01% T ; 0.001% T

v 1 solution d’huile essentielle (HE) diluée dans I’éthanol : 0,5% HE

v" 1 solution d’huile essentielle (HE) et de Tébuconazole (T), diluée dans I’éthanol : 0,5%
HE+0,01%T

v' 1 solution de résine purifiée (RP) diluée dans I’éthanol : 5% RP

v" 1 solution de résine purifiée (RP) et de Tébuconazole (T), diluée dans I’éthanol : 5%

RP+0,01% T

Apres préparation des différentes solutions, les éprouvettes préalablement séchées a I'étuve
a 103°C, sont introduites dans des béchers, en nombre de 30 par béchers et lestées par des
billes de verres. Ensuite les béchers sont placés dans un dessiccateur. Le dessiccateur, est alors
placé sous vide jusqu’a atteindre les 5 mbar et laisser les éprouvettes pendant 30 minutes
sous vide. La solution d’imprégnation est alors introduite a I'aide du robinet double voie. Une
fois les éprouvettes recouvertes par la solution, ces derniéres sont laissées pendant 1 heure a
pression atmosphérique et température ambiante. Apres les 1h, les éprouvettes sont séchées

a 103°C pendant 48h et pesées, le gain de masse est alors déterminé :

Gain de masse (%) = [(m1— mo)/mo] x 100
Equation 13: Calcul du gain de masse des éprouvettes

Avec mg la masse seche de I'éprouvette non traitée et my la masse seche de I'éprouvette
traitée.

IV.3. Protocole de Lessivage
Pour chaque formulation testée, la moitié des éprouvettes imprégnées a subi une épreuve de
lessivage, selon la norme NF X 41-569 (2014), avant d’étre exposée aux champignons ou aux
termites. La seconde moitié des éprouvettes imprégnées est soumise directement a ces essais
de durabilité. La masse seche des éprouvettes avant essais est notée mo. Les éprouvettes sont
immergées dans de I'eau distillée (1 volume de bois pour 5 volumes d'eau) et soumises a six

périodes de lessivage de durée croissante sous agitation continue a 20°C (figure 44).

L'eau est remplacée par de I'eau fraiche apres chaque période de lessivage.
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v" Un premier cycle délavage de 3 périodes de lessivagede 1 h, 2 het 4 h.
v’ Les éprouvettes sont ensuite laissées sécher a I'air pendant 16 heures.

v" Un deuxiéme cycle de délavage impliquant 3 périodes supplémentaires de 8h, 16h et

48h avec changement d’eau entre chaque période.

Les éprouvettes lessivées sont ensuite séchées a 103°C et pesées (ms). Le taux de lessivage

est calculé comme suit :
Taux de lessivage (%) = [(mt — mi)/(me — mne)] x 100

Equation 14: Calcul du taux de lessivage des éprouvettes

OUu m: est la masse seéche de I'éprouvette traitée, m;; est la masse seche de I’éprouvette traitée

lessivée et mnt la masse seche de I'éprouvette non traitée.

IV.4. Tests biologiques

IV.4.a. Résistance fongique et résistance aux termites
Les éprouvettes préalablement lessivées ou non, sont utilisées pour évaluer |'effet synergique
entre le Tébuconazole et les trois fractions des résines sur la durabilité du bois vis-a-vis des
champignons (Coriolus versicolor et Coniophora puteana) et des termites (Réticulitermes

flavipes).

Les essais de résistance fongique sont adaptés selon les directives décrites par Bravery (1979) :
tailles des éprouvettes 25x15x5 mm3[L, R, T] (6 éprouvettes par formulation et par type de
champignon) et durée d’exposition vis-a-vis des champignons (12 semaines a 22°C et a 70%

RH).

Chaque dispositif d’essai (boite de Pétri de 9 cm de diamétre), comprend trois éprouvettes a

tester : deux éprouvettes traitées et un échantillon témoin (pin sylvestre pour Poria placenta

Les essais sur les termites sont par contre inspirés de la EN 117, tailles des éprouvettes
25x15x5 mm?3 [L, R, T] (une éprouvette traitée est mise en contact avec 50 termites) a une

durée d’exposition quatre semaines a 27°C et a 75% RH).
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I. Séparation et analyse chimique des oléorésines des différentes
essences

Dans ce chapitre, il est question de donner les résultats des séparations des différentes
fractions de chaque essence, puis de déterminer les compositions chimiques de ces dernieres
par des analyses réalisées par la technique de chromatographie en phase gazeuse couplée a

la spectrométrie de masse.

Les résultats des trois fractions de D. edulis ont fait I'objet d’un article publié a Holzforschung,

(cf en annexe 1).

I.1. Taux d’extraction

I.1.a. Taux d‘extraction des quatre huiles essentielles (HE)
Les taux d’extraction des différentes huiles essentielles calculés a partir des résines brutes

récoltées sont reportés dans le tableau suivant :

Tableau 12: Taux d’extraction des huiles essentielles des quatre essences

Résines Masse de résines ~ Masse d'huile essentielle Taux
utilisées (g) obtenue (g) d'extraction (%)

A. klaineana 144,35 15,25 10,56

C. schweinfurthii 300,70 39,81 13,24

D.buettneri 208,80 34,53 16,54

D.edulis 54,72 6,03 11,01

Les taux d’extraction sont calculés en fonction des masses d’huiles essentielles obtenues par
rapport a la quantité d’oléorésine récoltée. Le taux d’extraction de I'huile essentielle d’A.
klaineana est de 10,56%, celui de I'huile essentielle de C. schweinfurthii 13,24% et de D. edulis
11,01%. Le taux d’extraction le plus élevé 16,54%, est obtenu avec la résine de D. buettneri.
Ces taux d’extraction des huiles essentielles sont plus élevés par rapport a ceux que propose
la littérature : 7,85% pour I'huile essentielle d’A. klaineana (Koudou et al., 2009) ; 4,48%

(Koudou et al., 2005) et 6,92% (Edou et al., 2012) pour I'huile essentielle de C.
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schweinfurthii ;6,68% pour I’huile essentielle de D. buettneri (Obame et al., 2007) et 6,8% pour
I’huile essentielle de D. edulis (Obame et al., 2008). Toutefois, ces résines ont des rendements
élevés en huiles essentielles par rapport aux autres organes des plantes (tiges, écorces,

feuilles, racines...).

I.1.b. Taux d’extraction des résines purifiées des différentes essences
Les taux d’extractions des différentes résines purifiées, calculés a partir des résines brutes

récoltées et dissoutes dans trois solvants différents, sont reportés dans le tableau suivant :

Tableau 13: Rendement des résines purifiées des quatre essences avec différents solvants

Résines Masse Masse Taux Taux Taux
résines résine d'extraction  d'extraction d'extraction
utilisées (g) purifiée (g) avec acétone avec éthanol avec méthanol
(%) (%) (%)

A. klaineana 2,75 2,40 91,15 87,27 71,27
C. schweinfurthii 2,73 2,72 97,82 99,63 91,15
D.buettneri 2,61 1,57 67,01 60,15 53,18
D.edulis 2,62 2,35 89,74 89,69 82,50

Les taux d’extraction varient en fonction de résines et des solvants. Le méthanol conduit de
maniére générale a des taux plus faibles par rapport a ceux obtenus avec I'éthanol et
I’acétone. Peu de différences existent entre ces deux derniers solvants. L’éthanol étant le seul
solvant potentiellement bio-sourcé. Il est retenu pour nos différents tests. Le taux d’extraction
de la résine d’A. klaineana est de 87,27%. Le rendement le plus élevé observé pour la résine
de C. schweinfurthii avec 99,63%. Le taux d’extraction de la résine de D. buettneri est de
60,15%, et enfin le celui de D. edulis est de 89,69%. Les résines dissoutes au méthanol étaient
moins pures et moins propres. Pour bien les dissoudre, il fallait une quantité importante du
solvant afin d’avoir une influence sur les propriétés des résines pures du solvant qu’on cherche
a tester, voire, modifier leur composition chimique. Ces travaux n’ayant pas encore été
évoqués par d’autres auteurs, nous ne les avons donc pas référencés. Nous avons choisi de

faire ces extractions avec différents solvants afin de connaitre les solvants dans lesquelles les
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différentes résines sont le plus solubles et aussi dans lequel on peut maximiser leur

rendement.

I.2. Caractérisation chimique

I.2.a. Méthode utilisée pour lI'identification des principaux composés
Les trois fractions, de chaque essence étudiée, sont analysées par chromatographie en phase
gazeuse couplée a la spectrométrie de masse. Les chromatogrammes présentant les différents
profils chimiques de ces fractions et révelent la présence des composés terpéniques et
triterpéniques. Les composés sont identifiés par comparaison de leur spectre de masse avec
ceux de la base de données NIST 2011. Au cours de notre travail, les résultats sur les pics
observés apres injection de nos fractions RB et RP pour identifier les terpénes, n’ont posés
aucun probléme et sont conformes aux résultats de la littérature. Les pics obtenus permettant
d’identifier les triterpenes nous ont donné quatre molécules identiques deux par deux : c’est-
a-dire que les composés 4 et 1, étaient "identiques", ainsi que les composés 5 et 6 (figure 49),
malgré leur temps de rétentions différents. Les amyrines a et  ont alors été achetées dans le
commerce, afin de servir de standards, puis ont été injectées dans les mémes conditions
d’analyses chromatographiques afin de comparer leur spectre de masse avec les spectres de
masse de nos échantillons et surtout de comparer leurs temps de rétention. Les deux autres
composés ne pouvant pas étre ces amyrines, ont été identifiés grace aux travaux de Mathe et
al., 2004 puis ceux de Elouma Ndinga,2015, par comparaison de leurs spectres de masse et de

leurs temps de rétention.

La figure 49 illustre les différents composés triterpéniques élués entre 18 et 20 minutes dans

les RB et RP des quatre essences.
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Figure 49: Chromatogramme des RB de D. edulis et identification des pics observés qui

représentent les composés obtenus dans toutes les essences entre 18 et 20 min

Les composés 1 et 5 ont également montré une grande similitude dans leurs spectres de
masse, le composé 1 étant identifié comme la 3-épi-B-amyrine et le composé 5 serait alors le
3-épi-a-amyrine, en se basant sur les spectres de masse et les temps de rétention obtenus par
Elouma Ndinga (2015) sur la RP de D. edulis et ceux des résultats de Mathe et al., 2004 (figure
54 a et b). Selon eux, les composés dont I'emplacement du méthyle est a, sont élués en
premier par rapport a ceux dont 'emplacement du méthyle est en B. Dans leurs travauy, ils
présentent son spectre de masse qui met en évidence un clivage de type Rétro Diels Alder d{
a la présence d’une insaturation dans un cycle a six chainons et conduisant a la formation des
ions a m/z 218, 189 et 175 qui sont les pics de base, tout comme sur le spectre de masse que

nous avons obtenu figure 53.
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1.2.b. Analyse chimique des différentes fractions par GC/MS

1.2.b.1. Composition chimique de la résine brute de chacune des trois essences
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Figure 50: Chromatogrammes des différentes résines brutes a) A. klaineana ; b) C.
schweinfurthii ; c) D. buettneri ; d) D. edulis

L'analyse des différents pics par la base NIST a permis de déceler la présence de deux groupes
majoritaires : des monoterpenes entre 2 et 5 minutes et des triterpenes entre 18 et 20

minutes présentés dans le tableau 14.
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Tableau 14: Tableau récapitulatif des composés identifiés dans les résines brutes

Composition relative (%)

TR (min) Composés identifiés M RM A. k Cs D.b D.e
2.68 B-terpinéne 918 957 - - - 13,7
2.73 sabinene 904 930 - 3,2 - 6,4
2.75 L-B-pinéne 899 912 - - 14,3 -
2.78 B-pinéne 906 919 - - - 6,4
2.96 a-thujene 915 925 50,6 - - 2,0
2.97 B-phellandrene 873 903 - - - 1,6
3.12 o-cymeéne 889 913 - 4,3 - 5,3
3.44 y-terpinéne 864 874 - 2,4 - -
3.62 cis-B-terpinéol 902 916 - 13,4 - -
3.75 terpinoléene 910 922 4,4 3,8 11,2 -
2.75 cis-verbénol 841 860 - - - -
4.98 terpinen-4-ol 927 940 - 10,4 - 1,1
18.72 lanostérol 742 791 - 4,1 - -
18.92 bétuline 668 688 - 1,4 - -
19.05 urs-12-en-28-ol 547 702 - - 17,2 -
19.05 3-épi-B-amyrine 752 824 - 3,0 - 15,3
19.24 olean-12-en-3-one 629 633 - - 36,5 -
19.24 B-amyrine 911 925 14,5 7,7 - 4,3
19.28 3-épi-a-amyrine 816 859 - 6,0 - 31,0
19.29 lupéole 665 737 - - - 1,0
19.40 a-amyrine 893 902 30,5 40,1 20,8 11,6

M= Match, RM= Reverse Match, TR= Temps de rétention ; A.k= Aucoumea klaineana ; C.s=

Canarium schweinfurthii ; D.b= Dacryodes buettneri ; D.e= Dacryodes edulis
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Les analyses chromatographiques des RB ont permis d’identifier quatre composés qui
représentent une partie importante des composés présents dans la RB d’A. klaineana. En
effet, la RB d’A. klaineana est constituée majoritairement d’a-thujéne (50,6%), d’a-amyrine

(30,5%) et de B-amyrine (14,5%), accompagnés de petite quantité de terpinoléne (4,4%).

La RB de C. schweinfurthii est constituée de 12 composés, dont les majoritaires sont : I'a-
amyrine (40,1%), le cis-B-terpinéol (13,4%), le terpinen-4-ol (10,4%), le B-amyrine (7,7%) et le
3-épi-a-amyrine (6%), accompagnés d’autres constituants a des teneurs relativement plus
faibles : I'o-cyméne (4,3%), lanostérol (4,1%), terpinoléne (3,8%), sabinéne (3,2%), le 3-épi-B-

amyrine (3%), I'y-terpinene (2,4%) et la bétuline (1,4%).

La RB de D. buettneri est constituée de 5 composés, dont les principaux sont : I'olean-12-en-
3-one (36,5%), I'a-amyrine (20,8%), I'urs-12-en-28-ol (17,2%), L-B-pinéne (14,3%) et le

terpinoléene (11,2%).

12 composés sont identifiés dans le RB de D. edulis, avec le 3-épi-a-amyrine (31%), le 3-épi-p-
amyrine (15,3%), le B-terpinéne (13,7%), I'a-amyrine (11,6%), le terpinéne-4-ol (17,5%), le B-
pinéne (6,4%) et le sabinéne (6,4%) comme composants principaux, accompagnés d’autres
constituants ayant des teneurs faibles : o-cymeéne (5,3%), le B-amyrine (4,3%) et I'a-thujene

(2%).
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1.2.b.2. Composition chimique des huiles essentielles de chacune des trois

essences
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Figure 51: Chromatogrammes des différentes huiles essentielles de trois essences :
; b) C. schweinfurthii ; c) D. buettneri ; d) D. edulis

a) A. klaineana

Ces expériences ont permis de déceler la présence de différents monoterpenes attendus

comme composants classiques des huiles essentielles dont la liste est exposée dans le tableau

15.
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Tableau 15: Tableau récapitulatif des composés identifiés dans les huiles essentielles

Composition relative (%)

TR (min) Composés identifiés M RM A. k C.s D.b D.e
4.23 B-thujene 927 949 0,2 3,6 0,2 0,7
4.33 a-pinene 957 961 0,5 2,2 81,9 49,6
4.39 méthyl-apopinéne 930 946 5,8 - - -
4.40 campheéne 914 928 0,1 - 1,3 0,4
4.45 déshydrosabinéne 826 832 - - 0,5 -
4.73 sabinéne 914 944 - - 0,5 14,5
4.80 B-pinéne 937 937 0,3 - 12,8 5,7
5.06 2-menthene 877 885 2 5,6 - -
5.08 a-phellandrene 920 926 62,5 30,1 - 22
5.20 o-terpinéne 906 917 7,5 8,7 - 0,9
5.28 o-cymene 938 954 11,2 20,5 - 2,3
5.66 B-phellandrene 895 927 8,5 1,2 - 3,1
5.77 y-terpinéne 828 895 0,2 15,7 - 0,5
5.97 cis-4-thujanol 856 866 - 4,3 - -
6.61 o-terpinoléne 840 894 1,2 1,7 - 0,1
6.88 trans-4-thujanol 680 782 - 0,3 - -
7.15 cis-p-menth-2ene-1-ol 653 730 - 0,1 - -
7.18 cis-verbénol 834 837 - - 0,6 -
7.20 trans-pinocarvéol 886 904 - 0,1 0,3 -
7.25 trans-2-caren-4-ol 789 799 - - 0,5 -
7.30 endo-bornéol 817 839 - - 0,6 -
7.35 terpinen-4-ol 884 914 - 5,2 0,3 0,3
11.74 myrténol 750 763 - - 0,2 -
SR v
16.99 a-acorénol 657 683 - 0,3 - -
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M= Match, RM= Reverse Match, TR= Temps de rétention ; A.k= Aucoumea klaineana ; C.s=
Canarium schweinfurthii ; D.b= Dacryodes buettneri ; D.e= Dacryodes edulis

L'HE d’A. klaineana contient 12 composés qui représentent 99,7% de la composition totale de
cette essence. Sa composition se distingue par deux composés majoritaires, I'a-phellandréne
(62,5%) et I'o-cyméne (11,2%). D’autres composés sont également identifiés mais a des
teneurs moins importantes: le B-phellandrene (8,5%), I'a-terpinene (7,5%), le méthyl-
apopinéne (5,8%). Ces résultats sont en accord avec ceux rapportés dans la littérature par
Minkue (2000). En effet dans ses travaux de master, I'auteur a obtenu 14 composés dont |'a-
phellandrene (48,2%) et le terpinoléne (12,9%) comme composés majoritaires, et le B-
phellandrene (4,3%) comme troisieme produit le plus important dans I'HE d’A. klaineana du
Gabon. Nous avons également obtenu le méme nombre de composé que Liang Guang et al.,
1988, qui avaient identifié 12 constituants, mais dont les plus majoritaires sont différents des

notres : p-cyméne (30,2%), I'a-pinéne (20,3%), le carane (12,3%) et I'a-phellandréne (11,2%).

Cependant, nos résultats sont différents de ceux publiés par Koudou et al., 2009, qui a obtenu
28 composés dominé par I'6-3-carene (72,3%) suivi par le terpinoléne (6,3%). Ceci montrerait
alors que cette essence a une variabilité chimique trés importante, qui se manifeste d’une

région a l'autre et sous I'action de différents autres facteurs.

Dans I'HE de C. schweinfurthii, nous avons détecté 16 constituants avec un taux global de
99,9%. I'HE de cette essence est constituée de quatre composés majoritaires dont I'a-
phellandrene (30,1%), I'o-cymene (20,5%), I'y-terpinéne (8,7%) ; et d’autres composés a des
teneurs relativement moyennes, voire petites : le 2-menthene (5,6%), le cis-4-thujanol (4,3%)
et I'a-pinéne (2,2%). Nos résultats ne corroborent pas ceux de plusieurs auteurs : tout d’abord
I’'HE de C. schweinfurthii originaire de Bangui (Centre-Afrique), avait donné 17 composés dont
3 majoritaires : I'octylacetate (60,0%), le nerolidol (14,0%) et I'octanol (9,5%) (Koudou et al.,
2005). Ensuite I'HE de C. schweinfurthii originaire de Libreville (Gabon) d’aprés Edou et al.,
2012, était constituée de 55 composants, dont quatre principaux : le limonéne (52,1%), le
sabinene (19,0%), I'a-pinéne (10,7%) et le p-cymene (4,3%). Et enfin 'HE de C. schweinfurthii
originaire de I’'Uganda, avait donné 32 composés, dont les principaux composants étaient I'y-
terpinéne (32,4%), I'a-phellandrene (17,9 %), I'a-thujéne (14,0 %), le B-phellandrene (12,9 %)

et le p-cymene (8,5 %) (Nagawa et al., 2015).
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L’analyse chimique de I'HE de D. buettneri a donné 13 constituants, dont les principaux sont
de l'a-pinéne (81,9%) et le B-pinéne (12,8%), suivi d’autres composés en tres faibles
pourcentages comme le camphéne (1,3%), le cis-verbénol (0,6%) et I'endo-borneol (0,6%).
Cette composition chimique est différente a celle de I'HE de D. buettneri de I'lPHAMETRA
(Libreville, Gabon) constituée majoritairement du terpinen-4-ol (27,33%), le p-cymeéne (19%),

I'a-pinéne (13,2%) et le sabinéne (4,4%) identifiés par Obame et al., 2007.

12 composés sont identifiés dans I'HE de D. edulis dont I'a-pinene (49,6%), I'a-phellandrene
(22,0%) et sabinéne (14,5%) sont les constituants majoritaires, suivis d’autres constituants
faiblement représentés a savoir : les B-pinene (5,7%), B-phellandréne (3,1%) et I'o-cymene
(2,3%). Nos résultats sont différents de ceux d’Obame et al., 2008 ; Koudou et al., 2009, qui
ont trouvé 24 composants dans I'HE de la résine de D. édulis du Gabon avec le sabinéne
(21,8%), le terpinéne-4-ol (19,8%), I'a-pinéne (17,5%) et le p-cyméne (11,3%) comme
principaux composants et de Burkill (1994) qui identifie le sabinéne, B-phellandréne et le

limonéne comme composés prédominants.

Cette différence montrerait sans doute comme les autres essences, que D. buettneri a une

variabilité chimique tres importante.
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1.2.b.3. Composition chimique de la résine purifiée de chacune des trois

essences
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Figure 52: Chromatogrammes des différentes résines purifiées de trois essences : a) A.
klaineana, b) C. schweinfurthii ; c) D. buettneri ; d) D. edulis

Ces chromatogrammes ont permis de déceler la présence de deux groupes majoritaires des
produits de monoterpénes au début (entre 2 et 5 minutes) et des triterpénes a la fin (entre 18

et 20 minutes) identifiés dans le tableau 16.
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Tableau 16: Tableau récapitulatif des composés identifiés dans les résines purifiées

Composition relative (%)

TR (min) Composés identifiés M RM A.k Cs D.b D.e
2.52 a-pinéne 594 889 - - - 0,4
2.97 a-phellandréne 916 946 7,1 - - -
3.10 p-cymene 863 869 - - - 1,1
3.41 y-terpinene 853 875 - - - 0,5
3.58 cis-B-terpinéol 901 916 - 14,5 - -
3.71 cis-4-thujanol 845 861 - 3,3 - -
4.95 terpinen-4-ol 922 932 - 13,8 - 17,5
18.74 lanostérol 700 755 - 4,7 - -
18.88 bétuline 684 713 - - 46,3 -
18.90 B-amyrone 634 683 - - 4,3 -
18.94 3-épi-B-amyrine 896 916 - 3,5 11,5 14,0
19.07 B-amyrine 887 909 34,3 9,4 - 7,7
19.25 3-épi-a-amyrine 848 864 - 9,6 21,5 36,2
19.42 a-amyrine 877 894 58,6 41,1 16,4 22,6

M= Match, RM= Reverse, TR= Temps de rétention ; A.k= Aucoumea klaineana ; C.s= Canarium

schweinfurthii ; D.b= Dacryodes buettneri ; D.e= Dacryodes édulis

L'analyse chimique de la RP d’A. klaineana a permis d’identifier 3 composés représentant

100% de la composition totale. La RP de cette essence est composée essentiellement de I'a-

amyrine (58,6%), le B-amyrine (34,3%) et I'a-phellandréene (7,1%). Avec I'a-amyrine comme

composé majoritaire, nos résultas sont en accord avec ceux de Tessier et al., 1982. Nous avons

obtenu également les mémes composés que Minkue (2000) (I'a-amyrine et I’B-amyrine) a

I’exception du troisieme, le cycloarténol.
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La petite différence observée pourrait étre due a la préparation de la résine : dans les travaux
de Minkue, la résine analysée, est celle qui reste dans le ballon avec I'’eau chaude apres le
processus d’hydrodistillation. C'est-a-dire la résine formées par entrainement a la vapeur,
sous forme cramée, alors que nos travaux, nous avons analysé la résine purifiée obtenue par

procédés de solubilisation, filtration et évaporation.

La RP de C. schweinfurthii contient 8 composés qui représentent 99,9% de la totalité de
I’essence. Elle est composée de : I'a-amyrine (41,1%), du cis-B-terpinéol (14,5%), le terpinen-

4-0l (13,8%), le 3-épi-a-amyrine (9,6%) et I’B-amyrine (9,4%).

La RP de D. buettneri est constituée uniquement de triterpénes a savoir : le bétuline (46,3%),
le 3-épi-a-amyrine (21,5%), I'a-amyrine (16,4%), le 3-épi-B-amyrine (11,5%) et I’B-amyrone
(4,3%).

La composition chimique de la RP de D. edulis rassemble 8 composés dont les majoritaires
sont : le 3-épi-a-I'amyrine (35,5%), I'a-amyrine (23,3%), le terpinén-4-ol (17,5%), le 3-épi-B-
amyrine (14,0%) et I'B-amyrine (7,7%), accompagnés de p-cyméne (1,1%) et I'y-terpinene
(0,5%). Ces résultats sont en accord avec ceux déja décrits dans de nombreux travaux portant
sur d’autres especes de résine appartenant a la famille des Burseraceae (Susunaga et al., 2001
; Cruz-Canizares et al., 2005 ; Siani et al., 2012 ; Ridiger et Veiga-Junior 2013 ; Lucero-Gomez

etal., 2014).

1.3. Discussion

I.3.a. Identification des triterpénes

La figure 53 illustre les différents spectres de masse des principaux amyrines, tels que I'a-
amyrine et I'B-amyrine de nos essences (figure 53 a et c). Ces spectres sont somparés a celui
d’un amyrine standard acheté dans le commerce (figure 53b).
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Figure 53: Spectre de masse du composé 6 de la RB de D. edulis (a), comparé a celui de 'a-
amyrine standard (b) acheté au commerce ; spectre de masse du composé 1 (c) présent dans
les RB et RP des différentes essences

La similitude des spectres de masse de notre composé 6 de la RB de D. edulis avec le spectre
de masse de I'a-amyrine standard est sans appel, ce résultat indique le composé 6 est bel et

bien I'a-amyrine, et que son isomeére a savoir le composé 4 est I'B-amyrine.
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Figure 54: Chromatogramme de la zone triterpénique de I’encens commercial « résine de
type Erythréen » (a) et celui d'un échantillon résineux archéologique "L41", Dashour, Egypte
(b)(Mathe et al., 2004)

L'analyse d'un échantillon d'un oliban commercial triméthylsilylé provenant d'Erythrée
effectuée en mode balayage a permis de détecter de nombreux triterpenes, a savoir les

composés |, llI-V, VIII-X et XIII-XV, I, VI, VII, XI et XII) (figure 54 a).

IIs soulignent que parmi les triterpénes ayant une fonction alcoolique en C-3, sont ceux qui
ont une position du groupe hydroxyle en alpha qui sont majoritaires. Ce qui est en accord avec
la littérature sur la chimie des espéces de Boswellia (Proietti et al., 1981, Fattorusso et al.,
1985, Culioli et al., 2003). La présence de I'a-amyrénone (l), de I'B-amyrénone (VI) et de la
lupénone (XI) n'est pas surprenante car ces composés sont des constituants fréquents des
plantes qui exsudent de la résine. Ces derniers pourraient avoir été formés par une oxydation
triviale des 3-alcools correspondants. En outre, I'a-amyrine (Il), I'B-amyrine (VII) et le lupéol
(XIN), présents en petites quantités, sont probablement des produits de la réduction

enzymatique de ces cétones.

L'analyse d’un échantillon archéologique résineux triméthylsilylé a donné des pics dans la zone
triterpénique du chromatogramme (figure 54 b), ou plusieurs triterpénes sont détectés et
représentés par des pics qui sont attribués aux composés suivant : le 3-épi-B-amyrine (VIll), le
3-épi-a-amyrine (lll), 3-épi-lupéol (XIlIl), et plus particulierement a l'acide 3-hydroxy-lup-

20(29)-en-24-oique (XIV), a- et B-boswellique (IX et 1V), leurs O-acétates (XV, X et V) et leurs
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produits de dégradation (XVIII, XVI et XVII) par comparaison des spectres de masse de la base
de données et de leurs temps de rétention. La présence de ces métabolites, sont

caractéristiques de la résine des especes de Boswellia (Mathe et al., 2004).

D’aprés Elouma Ndinga (2015), le 3-épi-B-amyrine, le 3-épi-a-amyrine, le B-amyrine, I'a-
amyrenone, I'a-amyrine et la bétuline, sont présents dans la RP de D. edulis du Congo. Pour
les identifier, il s’est basé sur la comparaison des spectres de masse qu’il a observé de ses
échantillons et ceux des spectres de masse de la NIST 2011, et de leurs temps de rétention

puis ceux provenant des résultast des travaux de Mathe et al., 2004.

Lesions a m/z 218, 189 et 175 qui sont les pics principaux du composé 1 sont bien visibles sur
la figure ci-dessus, ces ions sont les mémes que ceux obtenus par Elouma Ndinga, ce qui
identifie le composé 1 comme étant le 3-épi-B-amyrine. Le méme protocole d’identification

est fait pour le composé 5 qui est son isomere a savoir le 3-épi-a-amyrine.

Les composés 2 et 3, élués a des temps de rétentions bien distincts, sont donc I'a-amyrenone
et I'urs-12-en-28-ol. Ces deux molécules ne seront identifiées que dans les RB et RP de D.
buettneri. lLeurs spectres de masse présentent des pics moléculaires et les ions
caractéristiques a chaque molécule, en accord avec ceux de la base de données utilisée (NIST

2011) et de la littérature.

I.3.b. Etude comparative de la composition chimique des trois fractions des
différentes essences étudiées

Tableau 17: Pourcentage des différentes classes de constituants des RB des quatre essences

Essences

Familles des composés A. klaineana C. schweinfurthii  D. buettneri  D. edulis

Monoterpenes 55,0% 13,7% 25,5% 35,4%
Alcools terpéniques - 23,8% - 1,1%
Triterpenes 45,0% 62,3% 74,5% 63,2%

Si les profils chimiques des quatre RB sont tres différents, aussi bien quantitativement que
gualitativement, les RB de ces quatre essences montrent toutefois une forte teneur en

triterpenes, nottament en a-amyrine, en B-amyrine et en ses isomeres.
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L'a-amyrine qui est le principal composé de C. schweinfurthii (40,1%) est le deuxieme composé
le plus abondant dans la RB de A. klaineana (30,5%) et D. buettneri (20,8%) et est le quatrieme

composé le plus abondant dans la RB de D. edulis (11,6%).

L'B-amyrine est présente dans la RB d’A. klaineana avec une forte teneur (14,5%), et est
également dans les RB de C. schweinfurthii (7,7%) et D. edulis (4,3%). Cependant, la RB de D.

buettneri ne présente pas de B-amyrine..

L'a et I’'B-amyrine observés ont été identifiés a I'aide d’'une comparaison des spectres de
masse et de leur temps de rétention des amyrines des essences étudiées et ceux d’ amyrines

standards achetés dans le commerce.

L'olean-12-en-3-one ou B-amyrone, est un composé qui ne se retrouve que dans de la RB et
la RP de D. buettneri. C'est également dans la méme essence qu’on retrouve |'urs-12-en-28-ol

(4, 3%) dans la RP, qui absente dans les autres résines, toutes essences confondues.

Le 3-épi-a-amyrine, est le composé majoritaire de la RB de D. edulis (31,0%), alors qu’il est en

faible quantité dans la RB de C. schweinfurthii (6,0%), et absent dans la RB d’A. klaineana.

Le 3-épi-B-amyrine n’est présent que dans les RB de trois essences notamment celle de D.

buettneri (17,2%), D. edulis (15,3%) et C. schweinfurthii (3,0%).

Le lanostérol n’est présent que dans la RB de C. schweinfurthii (4,1%). Cette essence est la
seule a contenir la bétuline (1,4%). Enfin le dernier triterpéne identifié dans les RB est le

lupéole (1,0%) dans la RB de D. edulis.

Les RB d’A. klaineana (55,0%), D. edulis (35,4%), D. buettneri (25,5%), et C. schweinfurthii

(13,7%) sont riches en monoterpenes (tableau 17).

La RB d’A. klaineana se distingue avec I'a-thujene (50,6%) qui est en tres faible quantité dans
la RB de D. edulis (2,0%). Le sabinéne est un composé qui est présent dans les RB de deux
essences a savoir : C. schweinfurthii (3,2%) et D. edulis (6,4%). L'o-cyméne, est aussi présent
dans les deux essences correspondant respectivement aux taux suivant: 4,3% et 5,3%. Le
terpinoléne est présent en grande quantité dans la RB de D. buettneri (11,2%) contrairement

au 3,8% présent dans la RB de C. schweinfurthii.
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La RB de C. schweinfurthii, est la seule RB riche en monoterpénoides (23,80%), notamment en
cis-B-terpinéol (13,4%) et en terpinen-4-ol (10,4%) comparativement a la RB de D. edulis

(1,1%) (tableau 17).

Tableau 18: Pourcentage des différentes classes de constituants des HE des quatre essences

Essences

Familles des composés A. klaineana  C. schweinfurthii  D. buettneri  D. edulis

Monoterpenes 100,0% 87,6% 97,0% 99,5%
Alcools terpéniques - 10,0% 2,5% 0,3%
Sesquiterpenes - 0,6% - -

L'a-phellandréne qui est le composé le plus abondant dans I’'HE d’A. klaineana (62,5%) est
également présent en grande quantité dans les HE de C. schweinfurthii (30,1%) et D. edulis
(22.0%). L’a-pinéne, composé majoritaire aussi bien de I’'HE de D. buettneri (81,9%) et de I'HE
de D. edulis (49,6%), est aussi présent, mais en quantité tres faible dans les HE d’A. klaineana

(0,5%) et C. schweinfurthii (2,2%).

Nous observons également des composés présents dans les HE des quatre essences, mais avec
une faible teneur (le B-thujéne). Et les autres composés ne sont présents que soient dans 3
des 4 HE (campheéne, I'a-terpinéne, I'o-cymeéne et I'y-terpinéne et a-terpinoléne) ou dans 2
des 4 HE (sabinene, 2-menthéne) (tableau 15). Alors les monoterpénes représentent environ
100.0%, 89,6%, 97.0% et 99,5% respectivement dans les HE de A. klaineana, C. schweinfurthii,

D. buettneri et D. edulis.

Par ailleurs les monoterpénoides (alcools terpéniques), présents dans les HE sont identifiés
dans 3 essences : 2,5% dans I’HE de la résine de D. buettneri et 0,3% dans I’'HE de la résine de
D. edulis et dans I'HE de C. schweinfurthii 10,0%, mais absent dans I'HE de la résine d’A.

klaineana (tableau 18).
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Tableau 19: Pourcentage des différentes classes de constituants de RP des quatre essences

Essences

Familles des composés A. klaineana  C. schweinfurthii D. buettneri  D. édulis

Monoterpenes 7,1% - - 2,0%
Alcools terpéniques - 31,6% - 17,5%
Triterpenes 92,9% 68,3% 100,0% 80,5%

Le tableau 19 illustre les profils chimiques des quatre essences présentant des teneurs
variables au point de vue qualitatif et quantitative. En effet, les RP de A. klaineana, de C.
schweinfurthii, de D. buettneri et D. edulis montrent une forte teneur en triterpénes (92,9%,
68,3%, 100% et 80,5% respectivement), a savoir: I'a et I'B-amyrine, des composés qu’on

retrouve dans les RP de 3 essences a des teneurs élevées (de 7,7% a 58,6%) (tableau 16).

Le 3-épi-B-amyrine et le 3-épi-a-amyrine sont présents dans les RP de C. schweinfurthii, de
D. buettneri et de D. édulis, puis absents dans A. klaineana. Le lanostérol (4,7%) est un
triterpéne qui se trouve uniquement dans la RP de C. schweinfurthii. On peut remarquer par
exemple que la RP de D. buettneri est composé a 100% de triterpénes dont la bétuline a 46,3%

et le 3-épi-a-amyrine a 21,5% comme les plus élevés.

Les alcools terpéniques sont présents dans les RP de deux de nos quatre essences .En effet, la
RP de C. schweinfurthii est celle qui présente la plus forte teneur en monoterpénoides (31,6%)
avec les composés comme le cis-B-terpinéol (14,5%), terpinen-4-ol (13,8%) complétés par le

cis-4-thujanol (3,3%). La RP de D. edulis contient uniquemen le terpinen-4-ol (17,5%).

Les RP de C. schweinfurthii et D. buettneri, ne présentent ni de monoterpenes et ni de
monoterpénoides dans leurs profils chimiques. Par contre, les RP de A. klaineana avec
seulement ]’ a-phellandréene (7,1%) et la RP de D. edulis avec un taux global de 2,0%, possedent

des monoterpenes.

Les taux d’extraction de nos essences ne correspondent pas aux résultats issus de la
littérature. Ceci peut s’expliquer par diverses raisons, telles que I'aspect des résines (les
notres étaient encore fraiches, presque liquides, différentes de celles que I'on peut retrouver
dans le marché local), le type d’appareil de distillation utilisé, ainsi que les quantités qui ont
été distillées.
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Les auteurs Bejilali, 1987 ; Zrira et Bejilali, 1991 et 1992, s’accordent avec ces explications.
Selon eux : le rendement, les caractéristiques physiques et la composition chimique des huiles
essentielles peuvent étre également influencés par divers facteurs tels que I'espéce, la période
de récolte, 'age de la plante, I'humidité du matériel végétal, la partie soumise a la distillation

et enfin la technique d’extraction d’huile essentielle.

Les oléorésines brutes de nos quatre essences n’avaient pas encore fait I'objet d’une étude
approfondie du point de vue de leurs caractérisations chimiques. Les connaissances existantes
sur la composition chimique de celles-ci, portaient uniquement sur la fraction peu volatile des
oléorésines de la famille des Burseraceae, décrits par plusieurs auteurs, identifiant des
triterpénes comme composés majoritaires (Susunaga et al., 2001 ; Cruz-Canizares et al., 2005 ;

Siani et al.,2012 ; Riidiger and Veiga-Junior, 2013 et Lucero-Gomez et al., 2013).

Les variations observées dans la composition chimique des trois fractions des différentes
essences, en terme quantitative et qualitative, pourraient étre liées a plusieurs facteurs selon
la littérature tels que les parametres écologiques, I'espéce de la plante et son patrimoine

génétique (Senatore, 1996 ; Russo et al., 1998 ; Karousou et al., 2005).

La composition chimique des oléorésines et des HE de certaines plantes peut varier a
I'intérieur d’'une méme espéce; ces variétés chimiques sont communément appelées
chémotypes. Cette variation peut apparaitre d’'un peuplement a l'autre ou méme d’un
individu a I'autre et peut étre due a des facteurs exogénes comme I'ensoleillement, la nature
et les composants du sol, la température, I'altitude, etc., ainsi qu’aux facteurs endogénes

comme la composition génétique des individus (E| Ajjouri, 2013).

Cela suggere qu'une grande variabilité est possible dans la composition des oléorésines et des
HE. Il resterait a déterminer si les différences dans la composition des HE sont dues a des
variations génétiques au sein de I'espéce, aux stades de développement des arbres, a des

infections ou a des facteurs environnementaux (Franz and Novak, 2010).

Le type d’équipement ainsi quel e seuil de détection des composés utilisés lors des analyses
sont deux des parametres pouvant également expliquer en partie cette variabilité. Dans la
majorité des études citées auparavant, les auteurs ont caractérisés tous les composés

présents jusqu’a une précision de 0,001%, alors que dans notre travail, nous nous sommes
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limité a une précisison de 0,1%, notre objectif princiapal étant la valorisation chimique des

composés contenus dans oléorésines étudiées.

L'analyse chimique des huiles essentielles des quatre essences a I'aide de la GC/MS a permis
d'identifier des monoterpenes et des monoterpénes oxygénés, comme le confirme la

littérature. Chaque essence a une composition et un nombre différents de composés.

Quant aux fractions RB et RP d’A. klaineana, C. schweinfurthii, D. buettneri et D. edulis, nous
avons identifié dans chacune de ces fractions des mélanges de monoterpénes et des

triterpenes.

Apres avoir identifié les composants présents dans les différentes fractions des oléorésines
d’A. klaineana, C. schweinfurthii, D. buettneri et D. edulis, une étude de leurs effets

antifongiques et antitermites est alors menée.
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Il. Tests antifongiques et antitermites des oléorésines des différentes
essences sur quatre pourritures de bois et des termites

Nous avons donc choisi les oléorésines pour leurs potentiels roles protecteurs contre les

invasions microbiennes et les insectes xylophage.

Dans ce chapitre, nous présentons les résultats issus des tests menés sur les activité anti-
fongiques (inhibition de la croissance des champignons) et anti-termites (toxicité ou

repulsivité) de nos fractions (RB, RP et HE).

Les résultats sur des ces essais conduits sur les fractions de résines de D. edulis ont fait I'objet

d’un artcile scientifique publié dans le journal Holzforschung (annexe 1).

Il.1. Tests biologiques

Il.1.a. Test d’inhibition fongique des différentes oléorésines
Des essais préliminaires ayant montré que pour des solutions avec des concentration en
olérorésines inférieures a 200 ppm aucun effet anti-fongique été mis en évidence, les tests
conduits sur les trois fractions de résines des quatre essences de bois, sont réalisés avec les
trois concentrations suivantes : 500, 1000 et 1500 ppm. Les tableaux 20, 21 et 22 présentant

des résultats avec des écart-types sont présentés en annexe 2.

I.1.a.1. Tests avec des résines brutes

Tableau 20: Inhibition de la croissance fongique par les résines brutes apres 12 jours
maximum

Inhibition de la croissance (%)
Champignons utilisés et concentrations des RB (ppm)

Ccv PS cp PP

500 1000 1500 500 1000 1500 500 1000 1500 500 1000 1500

A.klaineana 35 49 64 22 44 50 52 58 69 29 32 44
C.schweinfurthii 39 52 74 27 48 62 59 66 79 33 43 53
D.buettneri 24 35 51 35 37 43 48 52 59 20 26 28
D.edulis 13 59 69 32 42 50 52 69 80 24 28 43
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CV = Coriolus versicolor ; PS = Pycnoporus sanguineus ; CP = Coniophora puteana ; PP = Poria
placenta ; ppm = partie par million ; RB = Résine brute

D’apres le tableau 20, les RB d’A. klaineana, C. schweinfurthii, D. buettneri et D. edulis avec
une concentration de 500 ppm montrent une trés faible activité antifongique vis-a-vis des
quatre souches de champignons testées, avec les inhibitions de croissance ne dépassant pas

les 59%.

A une concentration de 1000 ppm, les RB d’A.klaineana, de C. schweinfurthii, D. buettneri et
D. edulis, présentent également une faible activité antifongique, avec des inhibitions de

croissance qui varient entre 26 et 69%.

Avec la plus forte concentration testée, soit a 1500 ppm, les inhibitions de croissance ne
dépassent pas les 80%. Les RB d’A.klaineana, de C. schweinfurthii, D. buettneri et D. edulis ont

une tres faible activité antifongique.

Dans la majorité des modalités testées, la RB de C. schweinfurthii apparait comme étant celle
ayant une activité antifongique légeérement supérieure a celle des trois autres. Celle la RB de
D. buettneri étant quant a elle la plus faible. C. puteana et C. versicolor sont les champignons
qui ont montré une plus grande sensibilité face aux RB a une concentration 1500 ppm, des

quartre essences, avec des inhibitions de croissance a plus de 59%.

Puisque les RB donnaient des faibles performances, d’un point de vue d’activité antifongique,
nous avons donc décidé de séparer ces résines brutes en deux fractions (HE et RP) afin

d’évaluer séparément leur comportement.
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I1.1.a.2. Tests avec les huiles essentielles

Tableau 21: Inhibition de la croissance fongique par les huiles essentielles aprés 12 jours
maximum

Inhibition de la croissance (%)

Champignons utilisés et concentrations des HE (ppm)

cv PS cp PP
500 1000 1500 500 1000 1500 500 1000 1500 500 1000 1500
A.klaineana 57 86 100 40 70 100 70 97 100 54 74 100
C.schweinfurthii 59 100 100 64 100 100 &4 100 100 64 97 100
D.buettneri 12 18 33 20 25 33 25 4 51 32 28 44
D.edulis 35 67 99 44 75 100 54 76 100 62 90 100

CV = Coriolus versicolor ; PS = Pycnoporus sanguineus ; CP = Coniophora puteana ; PP = Poria
placenta ; ppm = partie par million ; HE = Huile essentielle.

Selon le tableau 21, a une concetration de 500 ppm, les HE de D. buettneri ont montré une
tres faible activité antifongique avec des taux d’inhibition de croissances ne dépassant pas les
32%. Alors qu’a cette méme concentration, P. sanguineus, C. puteana et P. placenta se sont
comportés différemment vis-a-vis des HE de C. schweinfurthii ; A. klaineana et D. edulis avec

des inhibitions de croissance qui varient de a 40% a 84%.

L'HE de C. schweinfurthii a montré une grande résistance vis-a-vis des souches fongiques
étudiées, a partir d’'une concentration de 1000 ppm, avec des inhibitions de croissance égalent

a 100% sur trois des quatre pourritures du bois et a 97% sur P. placenta.

C’est seulement a partir de 1500 ppm que les HE d’A. klaineana et D. edulis ont montré une

forte activité antifongique sur les différentes champignons étudiés (99-100%).

L'HE de D. buettneri est donc la moins active de toutes les HE, car méme a 1500 ppm, elle ne

dépasse pas les 51% en inhibition de croissance, tous champignons confondus.

Des quatre pourritures de bois étudiées, P. placenta s’est légérement montré insensible aux

HE.
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II.1.a.3. Tests avec les résines purifiées

Tableau 22: Inhibition de la croissance fongique par les résines purifiées aprés 12 jours
maximum

Inhibition de la croissance (%)

Champignons utilisés et concentrations des RP (ppm)

cv PS cp PP

500 1000 1500 500 1000 1500 500 1000 1500 500 1000 1500

A.klaineana 13 23 38 25 32 37 29 44 54 33 34 49
C.schweinfurthii 27 28 40 39 47 50 37 58 74 34 39 57
D.buettneri 12 18 33 20 25 33 25 41 51 32 28 44

D.edulis 30 30 35 13 17 37 12 18 22 16 20 24

CV = Coriolus versicolor ; PS = Pycnoporus sanguineus ; CP = Coniophora puteana ; PP = Poria
placenta ; ppm = partie par million ; RP = Résine purifiée

Le tableau 22 indique que les RP d’A. klaineana ; C. schweinfurthii ; D. buettneri et D. edulis
ont toutes montré, pour des concentrations de 500 ppm, de trés faible activité antifongique
face aux quatre espéces fongiques, avec des inhibitions de croissance qui varient entre 12 et

39%.

A 1000 ppm, les inhibitions de croissance variant de 17 a 47% sur toutes les souches fongiques
testées, illustrent que les RP d’A. klaineana ; C. schweinfurthii ; D. buettneri et D. edulis ont

également une tres faible activité antifongique a cette concentration.

On observe qu’a 1500 ppm, l'inhibition de la croissance n’atteint pas les 60%, les RP d’A.
klaineana ; C. schweinfurthii ; D. buettneri et D. edulis ont également une tres faible activité

antifongique.

La RP de D. buettneri a donné les plus faibles inhibitions de croissance sur les quatre

champignons, a 1500 ppm, on constate les inhibitions de croissance sont inférieures a 51%.

On peut donc remarquer que la RP de C. schweinfurthii, a une activité bien meilleure que celle
des trois autres, et que |'activité de la RB de D. buettneri était la plus faible. C. puteana et P.
placenta sont les champignons qui se sont montrés assez sensibles face aux RP a 1500 ppm,

d’ou des inhibitions de croissance a plus de 74%.
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Figure 55: Visuel de I'inhibition de la croissance de C. puteana face a I'HE de C. schweinfurthii

On peut ramarquer, sur la figure 55, une tres faible croissance de C. puteana dans la boite de
Pétri contenant 500 ppm de concentration d’'HE de C. schweinfurthii une absence de
développement de C. puteana dans les boites contenant 1000 et 1500 ppm, et enfin un
développement total de C. puteana dans la boite témoin, c’est-a-dire celle qui ne contient pas
d’HE, ce qui signifie que I'HE de C. schweinfurthii a une forte activité antifongique sur C.

puteana.

I1.2. Tests antitermites

Il.2.a. Test avec les résines brutes
Les résultats des tests antitermites des RB vis-a-vis I'espéce de type R. flavipes sont reportés

dans le tableau 23.
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Tableau 23: Perte de masse des papiers imbibés de résines brutes apres 2 semaines
d’exposition

Concentration des RB (m/m) PMter (%) TS(%)

20°C,2h 103°C,1h 20°C,2h 103°C, 1h

Eau 39,4+5,6 38,8+4,9 70,050 93,329
Acétone 26,2+6,7 18,7+6,7 65,050 75,0+10,0
A.klaineana RB/Ac (1/1) 3,5+0,9 4,5+0,7 0,0t0,0 6,045,0
RB/Ac (1/3) 7,3+2,4 11,3+0,1 7,7+2,9 25,045,0
C.schweinfurthii RB/Ac (1/1) 2,8%1,1 3,4+0,1 0,0+0,0 5,0+8,7
RB/Ac (1/3) 4,4+0,4 6,210,6 5,0%8,7 5,048,7
D.buettneri RB/Ac (1/1) 2,3+0,3 6,3+1,1 8,3+2,9 11,7+10,4
RB/Ac (1/3) 7,0£0,8 9,1+0,1 11,7+2,9 26,7+23,0
D.edulis RB/Ac (1/1) 4,5+0,8 8,2+1,0 0,0t0,0 8,3%5,8
RB/Ac (1/3) 11,1+0,7 14,3+1,0 16,7+2,9 26,715,8

PMter = Perte de masse des papiers filtre ; TS = Taux de survie des termites ; Ac = Acétone ;
RB = Résine brute

Les résultats du tableau 23 mettent en évidence que le papier témoin imprégné uniquement
d'eau ou d'acétone n'a aucun effet sur le comportement des termites, comme le montrent les
pertes de masse enregistrées (PMter> 18,7%) et le taux de survie des termites (TS> 65,0%) a
la fin de I'essai. Fondamentalement, tous les traitements impliquant les RB ont montré un
effet protecteur du papier Whatman. Les meilleurs résultats ont été obtenus avec les solutions
concentrées (1/1) conduisant a des pertes de masse inférieures a 3,5% et un taux de survie

des termites de 0%, lorsque les papiers sont séchés a I'air libre (20°C).

En effet, nous observons respectivement : des pertes de masse de 3,5% et des taux de survies
de 0% pour la RB d’A. klaineana ; 2,8% et 0% pour la RB de C. schweinfurthii ; 2,3% et 8,3%

pour la RB de D. buettneri et enfin 4,5% et 0% pour la RB de D. edulis.

La dilution des solutions a une concentration 1/3 a augmenté les deux indicateurs, perte de

masse et taux de survie. L'effet de la température de séchage est clairement visible.
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Parmi les quatre RB, celle de C. schweinfurthii a montré la plus forte activité antitermite par

rapport a celle des trois autres essences. Celles de A. klaineana et D. edulis sont sensiblement

égales. La RB de D. buettneri s’est montrée la moins efficace.

11.2.b. Tests avec les huiles essentielles

Les résultats des tests antitermites des HE vis-a-vis I'espéce de type R. flavipes sont reportés

dans le tableau 24.

Tableau 24: Perte de masse des papiers imbibés d’huile essentielles aprés 2 semaines

d’exposition

Concentration des HE (m/m) PMter (%) TS (%)
20°C, 2h
Eau 39,415,6 70,015,0
Acétone 26,216,7 65,0+5,0
A.klaineana HE/Ac (1/1) 1,9+0,1 0,0+0,0
HE/Ac (1/3) 2,1+0,1 0,0+0,0
C.schweinfurthii HE/Ac (1/1) 0,7+1,3 0,0+0,0
HE/Ac (1/3) 1,4+1,3 0,0+0,0
D.buettneri HE/Ac (1/1) 28,2+2,3 41,7+5,8
HE/Ac (1/3) 31,6+7,8 71,745,8
D.edulis HE/Ac (1/1) 0,0+0,0 0,0+0,0
HE/Ac (1/3) 4,7+2,2 0,0+0,0

PMter = Perte de masse des papiers filtre ; TS = Taux de survie des termites ; Ac = Acétone ;

HE= Huile essentielle.

Le tableau 24 montre que les papiers imprégnés avec les solutions des HE d’A. klaineana ; C.

schweinfurthii et D. edulis, ont une forte résistance face aux termites. Pour chacune de ces

essences, tous les termites sont morts (taux de survie=0%) avant la fin du test, les papiers

Whatman n'étant que légerement dégradés par les termites (PMter<1,9%) a la concentration

la plus élevée (1/1). L'utilisation des solutions moins concentrées d’HE (1/3) n'a pas pu

empécher une légere dégradation du disque de papier, mais le taux de surivi des termites est
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toujours de 0%. Les HE d’A. klaineana ; C. schweinfurthii et D. edulis présentent donc une forte

activité antitermite.

L'HE de D. buettneri montre une trés faible activité antitermite aussi bien avec la solution la
plus concentrée (1/1) que la diluée (1/3), avec des pertes de masse supérieures a 28,2% et des

taux de survies d’au moins 41,7%.

Il.2.c. Tests avec les résines purifiées

Les résultats des tests antitermites des RP sur R. flavipes sont reportés dans le tableau 25 :

Tableau 25: Perte de masse des papiers imbibés de résines purifiées aprés 2 semaines
d’exposition

Concentration des RP (m/m) PMter (%) TS (%)

20°C, 2h  103°C,1h 20°C,2h 103°C, 1h

Eau 39,4+5,6 38,8+4,9 70,050 93,3+2,9
Acétone 26,2+6,7 18,7+6,7 65,050 75,0+10,0

A.klaineana RP/Ac (1/1) 1,4+0,0 4,7+1,3 3,3%2,8 4,245,0

RP/Ac (1/3) 2,5+1,7 6,6+7,1 3,345,8 6,715,8

C.schweinfurthii RP/Ac (1/1) 0,0+0,0 3,2+1,3 0,0+0,0 0,0+0,0

RP/Ac (1/3) 4,7+0,2 8,4+1,5 0,0%0,0 6,717,6

D.buettneri RP/Ac (1/1) 1,6+0,5 5,1+0,1 3,8t2,9  4,247,2
RP/Ac (1/3) 4,5+0,9 11,8+0,9 6,0+8,7 10,0+7,6

D.edulis RP/Ac (1/1) 2,8+0,1 6,0+0,9 0,0+0,0 0,0+0,0
RP/Ac (1/3) 4,5t0,5  7,4t1,0 0,0+0,0 6,7+11,6

PMter = Perte de masse des papiers filtre ; TS= Taux de survie des termites ; Ac = Acétone ;
RP= Résine purifiée

Il ressort des résultats du tableau 25 que le papier témoin imprégné uniquement d'eau ou
d'acétone a bien été fortement dégradé par les termites, comme le montrent les pertes de
masse enregistrées, supérieures a 18,7% et les taux de survie supérieurs a 65% a la fin de
I'essai. Tous les traitements impliquant la RP ont montré un effet protecteur du papier
Whatman. Les meilleurs résultats sont obtenus avec la solution concentrée 1/1) conduisant a

des pertes de masse de inférieures a 2,8% et un taux de survie inférieurs a 3,8%.
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En effet, nous obtenus les pertes de masse obtenues sont de 1,4%, 0%, 1,6% et 2,8% puis des
taux de survies qui varient de 3,8% a 0% pour les RP d’A. klaineana ; C. schweinfurthii ; D.
buettneri et D. edulis. Les RP des quatre essences présentent donc une forte activité

antitermite.

La dilution de la solution a 25% [RP/Ac (1/3)] entraine une augmentation légére de ces
indicateurs. Cependant, les pertes de masse ne dépassent pas 4,5% et les taux de survies
restent inférieurs a 6%. L’effet de la température de séchage de I’étuve (103°C) sur les papiers
filtres est clairement visible, c’est-a-dire que I'exposition a une température élevée pendant

1h diminue I'efficacité des papiers traités.

Parmi les quatre RP, celle de C. schweinfurthii a montré une forte activité antitermite,

légerement supérieure aux trois autres.

Figure 56: Visuel des papiers filtre apres exposition aux termites

La figure 56 illustre les papiers filtres séchés apres exposition aux termites. Les papiers filtres
témoins imprégnés d’eau et d’acétone sont bien plus dégradés que les papiers filtres
imprégnés des différentes fractions des différentes essences, exceptés pour les papiers

imprégnés par les résines de D. buettneri. Ces résultats montrent bien que les différentes
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fractions des résines d’A. klaineana, C. schweinfurthii et D. edulis ont une forte activité

antitermite.

11.3. Discussion
Les RB d’A. klaineana, C. schweinfurthii, D. buettneri et D. edulis montrent une efficacité
antifongique globalement modérée, et ce résultat semble étre due a la partie HE plutét que

la RP.

Pour la concentration la plus élevée, les HE des résine d’A.klaineana, C. schweinfurthii et D.
edulis ont montré une forte activité antitermite par rapport aux deux autres fractions, excepté
celle de D. buettneri, qui s’est également révélée moins efficace que les deux autres fractions

de la méme essence.

La RP de C. schweinfurthii, lui a montré un effet antitermite bien meilleur que les RB de toutes
les essences. Les RP d’A. klaineana, C. schweinfurthii et D. edulis sont efficaces méme apres

séchage a 103°C, a la plus grande concentration.

Les RB d’A. klaineana, C. schweinfurthii et D. edulis ont une faible activité fongique sur les

pourritures de bois étudiées, cependant ces RB présentent une forte activité face a R. flavipes.

Les HE de C. schweinfurthii, A. klaineana et D. edulis exercent une forte activité antifongique
contre les champignons de pourritures de bois testés, Elles présentent toutefois une forte

activité antitermite vis-a-vis de R. flavipes.

Les RP de A. klaineana, C. schweinfurthii, D. buettneri et D. edulis présentent une activité tres
faible antitermite contre les quatre souches fongiques étudiées, mais indiquent une trés forte

activité antitermite.

L'efficacité sur les termites et les faibles activités sur les champignons pourraient étre dues a

leurs profils chimiques riches en terpénes, alcools terpéniques et en triterpénes.

Les résultats obtenus sont en accord avec ceux de la littérature. En effet, Tedonkeng et al.,
2004 ont montré que les huiles essentielles d'Eucalyptus saligna, contenant a-pinéne (29,5%)
et bicyclogermacene (12,5%) sont toxiques pour les tiques (Rhipicephalus lunulatus). Une
autre étude réalisée sur I'huile de Myristica fragrans a montré que le myrcene, B-pinéne,

sabinéne, a-pinéne, a-thujéne et limonene provoquaient la mortalité des termites a une dose
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de 1 mg/g (Pal et al., 2011). Les extraits de bois de coeur de Madhuca ont présenté une activité
contre Coptotermes gestroi et cet effet est attribué a la présence de I'y-terpinéne, le
terpinéne-4-ol, I'eicosane et le p-cyméne (Kadir et al., 2014). L'y-terpinéne et le p-cyméne ont
été identifiés comme responsables des propriétés antitermites d'E. camaldulensis contre C.

formosanus (Siramon et al., 2009).

L'a-phellandrene, le sabinene, I'a-pinéne et le terpin-4-ol, sont décrits par Carson et Riley,
1995 ; Cox, 2001 ; Inouye et al., 2001, comme possédant des activités antibactériennes et
antifongiques. Le mélange d’a et d’B-amyrine aurait des propriétés antifongiques (Medzegue,

2007).

L'inefficacité des deux autres fractions, sur I’activité antifongique pourrait également étre liée
a leur teneur en triterpenes (L'a-amyrine, I'B-amyrine et le lupéole) connus pour leurs
propriétés anti-inflammatoires (Geetha et Varalakshmi, 2001 ; Susunaga et al., 2001). Mais
aussi a I'absence en quantité suffisante d’a et B-amyrines, car le mélange a et B-amyrine de
I'oléorésine de I'Okoumé (A. klaineana) oppose une résistance au développement de spores

de champignons selon Medzegue (2007).

Les faibles activités antitermites et antifongiques de I’'HE de D. buettneri seraient dues a sa
composition chimique qui est riche en a-pinéne (81,9%) et en B-pinéne (12,8%). En s’appuyant
des résultats de Knobloch et al., 1989 ; Chalchat et al., 2000, qui ont montré que les molécules
présentes dans les huiles essentielles d’Ocimum canum et d’Ocimum urticifiola du Zimbabwe
telles que l'a-pinéne, le B-pinéne et le limonéne, sont responsables du faible pouvoir
antimicrobien. Ce qui semblerait étre le cas des dites molécules sur les différentes souches

testées.

L'inefficacité de la RP et de la RB de D. buettneri, pourrait s’expliquer par leurs profils
chimiques également riche en a-amyrone, en 'urs-12-en-28-ol et en bétuline, qui ne sont pas
connus comme étant des molécules ayant une activité antifongique ou antitermite. La
bétuline est détectée comme étant le princicpal constituant du bouleau jaune et possede des
activités anticancéreuses (Lavoie et Stevanovic, 2006). Elle posséde aussi des qualités
spécifiques comme des activités antibactériennes (Dzubak et al., 2006). La bétuline et ses
dérivés ont d’autres effets biologiques intéressants dont les activités anti-inflammatoires,

antivirales, anti-VIH et hépato-protectrices (Dzubak et al., 2006).
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Certains travaux (Cosentino et al., 1999), ont montré que plus une HE (huile essentielle de
I’espece Thymus de Sarde) est riche en phénols, plus elle est efficace vis-a-vis des bactéries
d’origine alimentaire. Par contre les phénols ne sont pas les seules molécules responsables de
I'intégralité de I'activité observée, mais la totalité de la composition chimique qui doit étre
prise en compte, ce qui pourrait expliquer I'efficacité de nos fractions sur les termites, en effet.
L'efficacité observée sur les champignons de pourritures testés serait attribuée a une synergie
entre les monoterpénes, les monoterpénoides et des triterpenes présents dans les différentes

fractions.

Franchome (1981) et Lahlou (2004) ont montré que les HE sont plus actifs sur les
microorganismes par rapport aux composés majoritaires testés séparément, et cela quelle
gue soit I'essence testée. L’association ou la synergie de tous les composés présents dans les

différentes fractions ont un grand réle dans I'efficacité antitermite observée.

Au vu de leurs propriétés plus termicides que fongicides, les oléorésines sélectionnées sont
engagées dans une étude plus approfondie, afin d’exploiter ce potentiel termicide dans le

domaine de la préservation du bois d’ceuvre a I’échelle industrielle.
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lll. Evaluation de l'efficacité des oléorésines d’A. klaineana, C.
schweinfurthii ; D. buettneri et D. edulis pour la préservation du bois

Trois fractions de deux essence parmi les des quatre ont présenté de fortes propriétés
antitermites contre R. flavipes et de faibles activités antifongiques sur les pourritures de bois
testées. Il est donc intéressant d’exploiter ces résultats dans les essais d’efficacité sur des
éprouvettes de bois imprégnées avec des solutions préparées a partir de toutes les fractions

isolées et confrontées a des termites et des pourritures du bois.

Pour réaliser cette étude, nous nous sommes inspirés des travaux de Bravery (1979) pour les
tests contre les quatre souches fongiques étudiées et de la EN 117 pour les tests contre les

termites, les deux méthodes sont l[égérement adaptées.

Ce sont des méthodes quantifient le taux de survies pour les termites et les pertes de masse

anhydre d’échantillons de bois a I’attaque de ses principaux agents de dégradation.

Nous allons donc tester, dans ce chapitre, la capacité des différentes fractions d’oléorésines
d’A. klaineana, C. schweinfurthii, D. buettneri et D. edulis dans la préservation d’aubier de Pin
et de Hétre contre deux pourritures brunes, deux pourritures blanches et I'espéece de termite
R. flavipes. Les résultats sur ces essais conduits sur les fractions de résines de D. edulis ont fait

I'objet d’un artcile scientifique publié dans le journal Holzforschung (annexe 1).

lll.1. Imprégnation et lessivage des éprouvettes traitées

lll.1.a. Gain de masse et taux de lessivage des éprouvettes traitées par les RB
Le tableau 26 indique les gains de masse en pourcentage obtenus aprées imprégnation avec
une formulation a base des différentes RB, ainsi que le taux de lessivage et les gains de masse

finaux apres lessivage des échantillons de pin et de hétre.
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Tableau 26: Gain de masse avant et apres lessivage

Gain de masse (%)

Formulation a base de  Essence de Av.ant Ap.rés Tau‘x de
RB bois traité lessivage lessivage lessivage
(%)

A.klaineana Pin 19,2+0,5 17,5¢1,5 9,0%6,8
Hétre 11,5+1,0 9,1+1,0 18,6%3,5

C.schweinfurthii Pin 19,8+2,7 17,4+2,5 11,9+4,1
RB(20%)/ EtOH(80%) Hétre 13,4+1,9  11,3+1,8 16,1434

D.buettneri Pin 12,5+2,7 10,6+2,6 15,2+3,8
Hétre 9,0+1,0 7,3¥1,1  18,4+3,8

D.edulis Pin 11,945,1 10,3+4,8 14,3%+4,2
Hétre 10,4+0,5 9,2+0,8 11,8%4,0

RB = Résine brute ; EtOH = Ethanol
Avant lessivage, les gains de masse des éprouvettes imprégnées par RB d’A. klaineana, C.
schweinfurthii, D. buettneri et D. edulis varient de 9 a 13,4% et de 11,9 a 19,8% pour

respectivement le hétre et le pin.

Apres lessivage, les gains de masse des éprouvettes traitées de RB d’A. klaineana, C.
schweinfurthii, D. buettneri et D. edulis varient de 7,3 a 11,3% et de 10,3 a 17,5% pour

respectivement le hétre et le pin.

Le taux de lessivage des éprouvettes qui sont traitées par les RB des quatre essences varie

respectivement de 11,8 a 18,6% et de 9 a 11,9% pour le hétre et le pin.

Ces résultats nous montrent que les RB s'imprégnent mieux dans le pin que dans le hétre. Plus
les RB ont des composés alcooliques dans leurs compositions plus ils sont sensibles face au
lessivage. Cependant, toute les formulations testées a base de RB résistent plutot bien au
lessivage. Les RB d’A. klaineana et C. schweinfurthii s'imprégnent beaucoup mieux et résistent

également mieux au lessivage par rapport aux RB de D. buettneri et D. edulis.
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lll.1.b. Gain de masse et taux de lessivage des éprouvettes traitées par les HE

Le tableau 27 montre les gains de masse en pourcentage obtenus aprées imprégnation avec
une formulation a base des différentes HE, ainsi que le taux de lessivage et les gains de masse

ultérieurs apres lessivage pour les éprouvettes de pin et de hétre.

Tableau 27: Gain de masse avant et apres lessivage

Gain de masse (%)

Formulation a

base d’HE Essence de bois I Av‘ant I Ar?res Taux de
traité essivage essivage lessivage (%)
A.klaineana Pin 0,9+0,1 0,0+0,0 100,0+0,0
Hétre 0,8+0,0 0,0+0,0 100,0+0,0
C.schweinfurthii Pin 2,4+0,9 0,0+0,0 100,040,0
HE(5%)/ Hétre 1,6+0,1 0,0+0,0  100,0+0,0
EtOH(95%)
D.buettneri Pin 2,0+0,6 0,0+0,0 100,0+0,0
Hétre 1,0+0,4 0,0+0,0 100,0+0,0
D.edulis Pin 2,0+1,0 0,410,5 100,0+0,0
Hétre 1,2+0,4 0,1+0,3 90,0+22,4

HE = Huile essentielle ; EtOH = Ethanol

Avant lessivage, les gains de masse des éprouvettes imprégnées par les HE d’A. klaineana, C.
schweinfurthii, D. buettneri et D. edulis varient de 0,8 a 1,6% et de 0,9 a 2,4% pour le hétre et

le pin respectivement.

Apres lessivage, les gains de masse des éprouvettes imprégnées par les HE varient de 0,1 a 0%

et de 0,4 3 0,0% pour le hétre et le pin respectivement.

On constate que les HE s’'imprégnent |égérement mieux dans le pin que dans le hétre, mais
dans un ordre de grandeur tres faible. Par conte, ces formulations a base d’"HE ne résistent

pas du tout au lessivage, ni méme au séchage apres imprégnation.
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lll.1.c. Gain de masse et taux de lessivage des éprouvettes traitées par les RP

Le tableau 28 illustre les gains de masse en pourcentage obtenus aprés imprégnation avec une
formulation a base de différentes RP, ainsi que les gains de masse aprés lessivage et le taux

de lessivage pour les éprouvettes de pin et de hétre.

Tableau 28: Gain de masse avant et apres lessivage

Gain de masse (%)

Avant Apreés
lessivage  lessivage

Formulation a base Essence de bois Taux de

de RP traité lessivage (%)
A.klaineana Pin 19,8+1,2 17,1+2,1 14,0+6,5
Hétre 12,2+1,5 10,6+1,4 12,9+1,0
C.schweinfurthii Pin 18,4%3,6 16,1+4,0 13,4+5,3
RP(20%)/ EtOH(80%) Hétre 10,6+1,4 8,8%1,1 16,843,2
D.buettneri Pin 17,8+3,4 15,2+3,6 15,1+4,9
Hétre 11,9+0,4 10,4+0,4 13,0+0,5
D.edulis Pin 18,9+0,8 17,0+0,9 10,3%#2,0
Hétre 13,0+0,5 11,5+2,0 11,6%0,3

RP = Résine purifiée ; EtOH = Ethanol
Avant lessivage, les gains de masse des éprouvettes imprégnées par les RP d’A. klaineana, C.
schweinfurthii, D. buettneri et D. edulis varient de 10,6 a 13,0% et de 17,8 a 19,8% pour le

hétre et le pin respectivement.

Apres lessivage, les gains de masse des éprouvettes imprégnées varient de 8,8 a 11,5% et de

15,2 a 17,1% pour le hétre et le pin respectivement.

Le taux de lessivage des éprouvettes traitées par les RP des quatre essences varie

respectivement de 11,6 a 16,8% et de 10,3 a 15,1% pour le hétre et le pin.

Le tableau 26 nous renseigne également que les RP s’impregnent bien mieux dans le pin que

dans le hétre et que ces traitements a base de RP résistent plut6t bien au lessivage.

Les différences observées entre les taux d'imprégnation du pin et du hétre sont probablement

liées aux différences des structures anatomiques de ces deux essences de bois. En effet, le pin
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étant un arbre résineux, la pénétration des solutions est sGrement facilitée par les canaux
résiniferes et donc le chemin emprunté lorsque les résines exsudent, alors que le hétre n’en

possede pas, mais a plutot des vaisseaux beaucoup plus larges.

Les RP résistent au lessivage certainement grace a leurs profils chimiques qui ne contiennent
pas d’alcools terpéniques et ne possedent qu’une trés faible quantité des terpénes, car ces

derniers peuvent devenir solubles dans I'eau et s’en aller avec I'eau du lessivage.

Figure 57: Les éprouvettes de hétre et d’aubier de pin sylvestre imprégnées avant exposition
aux différents agents de dégradation du bois

La figure 57 montre les éprouvettes de pin et de hétre imprégnées par les différentes solutions
apres séchage a 103°C et avant exposition aux différents agents de dégradation. On peut
observer une coloration légerement plus foncée des érpouvettes imprégnées par rapport a

celle des éprouvettes témoins.
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lll.2. Résistance fongique

.2.a.

Tableau 29: Perte de masse des éprouvettes traitées par les RB, 12 semaines aprés

Traitement a base de résine brute

exposition aux 4 champignons de pourriture

Perte de masse (%)

Traitement a base C. versicolor P.sanguineus C. puteana P. placenta
de RB
A.klaineana RB(1%)/ EtOH(99%) 38,2+0,6 39,9+0,2 49,8+4,4 53,613,5
Contréle 40,2+0,8 47,9%2,6 56,9+4,8 54,8+2,7
RB(5%)/ EtOH(95%) 35,5+0,5 33,2+1,1 40,743,5 50,0+3,1
Controle 41,8%+1,9 42,210,6 47,313,4 55,4+3,1
RB(10%)/ EtOH(90%) 16,7+0,4 12,611,1 31,7£1,5 36,413,0
Contréle 42,7+1,2 39,9+0,2 50,8+3,1 48,313,5
RB(20%)/ EtOH(80%) 17,8+2,3 11,4+1,3 18,7+3,7 23,9+1,4
Controle 41,9+0,57 47,312,5 54,8+0,7 45,910,7
C.schweinfurthii RB(1%)/ EtOH(99%) 26,611,2 30,3+0,2 47,9+1,9 46,743,1
Contréle 30,9+2,0 40,0+1,1 53,612,4 48,5+2,9
RB(5%)/ EtOH(95%) 22,9+0,6 9,610,7 38,943,5 43,9+1,1
Controle 34,0+1,1 39,810,4 44,5+1,2 49,0+1,1
RB(10%)/ EtOH(90%) 16,1+0,5 7,7+0,5 37,6129 35,1+0,5
Controle 30,040,4 39,5+1,1 46,0+1,5 48,8+0,5
RB(20%)/ EtOH(80%) 13,8+0,6 4,9+0,3 3,9+1,2 23,4+1,2
Controle 41,945,8 33,811,8 50,943,1 48,1+2,4
D.buettneri RB(1%)/ EtOH(99%) 38,512,2 33,3#1,1 53,710,7 46,2+3,7
Controle 41,9+2,9 35,547,1 55,1+3,4 47,345,2
RB(5%)/ EtOH(95%) 30,04+2,0 27,7+3,6 45,7+3,5 39,4+1,8
Controle 34,4+1,4 33,7x1,7 49,3+2,0 41,1+3,0
RB(10%)/ EtOH(90%) 28,1+0,8 33,645,0 41,8+2,0 40,7+2,1
Controle 39,311,0 41,8+43,0 52,944,8 45,1+3,4
RB(20%)/ EtOH(80%) 16,543,0 22,3+2,0 27,0+2,2 37,1+2,5
Controle 38,5+2,5 33,811,6 42,316,4 46,1+4,3
D.edulis RB(1%)/ EtOH(99%) 31,016,1 17,8+3,6 53,4+0,8 52,5+4,9
Controle 34,8+2,1 19,4+2,4 54,3t7,3 54,9+4,2
RB(5%)/ EtOH(95%) 29,619,8 13,7+3,6 50,5+8,9 40,043,8
Contréle 36,2+3,8 20,2+0,8 51,545,5 52,613,2
RB(10%)/ EtOH(90%) 27,945,8 12,4+1,5 49,5+0,7 30,9+4,8
Contréle 35,3+6,0 23,9+0,2 55,015,2 56,7+5,1
RB(20%)/ EtOH(80%) 8,043,2 7,9+1,1 1,7+0,8 28,2+3,1
Controle 34,3+1,1 33,440 49,1+4,2 46,51£8,5
Contréle de virulence 43,7+1,1 48,0+0,8 58,6%2,6 56,615,4
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On peut observer dans le tableau 29 que les pertes de masse des éprouvettes traitées par les
RB d’A. klaineana ; C. schweinfurthii ; D. buettneri et D. edulis vis-a-vis des quatre champignons
sont supérieures a 10% pour les faibles concentrations testées (1%, 5% et 10%) et que celles-
ci, sont largement inférieures a la valeur des pertes de masse des éprouvettes témoins. Ces
résultats montrent clairement que ces concentrations n'ont apporté qu’une amélioration tres

marginale de la résistance du bois vis-a-vis des champignons.

Pour les traitements impliquant des solutions a une concentration en RB de 20 % d’A.
klaineana, C. schweinfurthii, et D. edulis les pertes de masse des éprouvettes imprégnées
contre P. sanguineus, C. versicolor et C. puteana sont inférieures a 9,0%. Ces résultats
indiquent que la RB de ces trois essences ont légerement augmenté la durabilité des
éprouvettes traitées. Notamment, nous obtenons pour les RB de D. edulis et C. schweinfurthii,
des pertes de masse dont les valeurs varient de 1,7 a 3,9% sur C. puteana et 7,9 a 4,9% contre
P. sanguineus. P. placenta se révele étre le champignon le plus insensible aux RB des

différentes essences testées.

A cette méme concentration de 20%, les pertes de masse des blocs de bois imprégnés de RB
de D. buettneri sont supérieures a 16,5% sur les 4 souches testées et sont largement
inférieures a la valeur des pertes de masse des éprouvettes témoins, ce qui montre clairement

que la RB de D. buettneri n'a apporté aucune résistance a nos éprouvettes traitées.

Les pertes de masse observées sur les RB de C. schweinfurthii et D. edulis sont sensiblement
égales et apportent une meilleure amélioration de la résistance des éprouvettes vis-a-vis des

pourritures étudiées par rapport aux deux autres essences (A. klaineana et D. buettneri).
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I11.2.b. Traitement a base d’huiles essentielles

Tableau 30: Perte de masse des éprouvettes traitées par les HE, 12 semaines apres
exposition aux 4 champignons de pourriture

Perte de masse (%)

Traitement a base de C. versicolor P.sanguineus C. puteana P. placenta
HE

A.klaineana HE(5%)/ EtOH(95%) 24,7+4,1 15,3+1,5 1,7+0,6 28,2+2,6
Controle 39,6+1,8 27,8+2,6 45,6+2,3 45,9+1,0
C.schweinfurthii HE(5%)/ EtOH(95%) 17,60,6 5,3+0,8 1,1+0,2 31,1+2,2
Controle 42,6119 22,0£0,7 40,715 49,6+4,9
D.buettneri HE(5%)/ EtOH(95%) 35,043,3 21,7417 3,8t2,0 36,1%5,1
Controle 40,5%3,7 35,1+2,4 11,7+1,2  43,9%3,0
D.edulis HE(5%)/ EtOH(95%) 9,0+1,6 8,9+2,4 0,8+0,8  34,7£2,5
Controle 35,616,6 29,312,4 18,1+2,0 41,943,0
Controéle de virulence  43,7+1,1 48,0+0,8 58,6+2,6 56,6%4,1

D’apres le tableau 30, on constate que les pertes de masse des échantillons traités par les HE

d’A. klaineana ; C. schweinfurthii ; D. buettneri et D. edulis vis-a-vis des de C. puteana sont

toute inférieures a 4,0% et que celles-ci sont largement inférieures aux pertes de masse des

éprouvettes témoins, ce qui démontre clairement que les HE des quatre essences ont apporté

une grande amélioration de la résistance des éprouvettes avec une protection totale contre

ce champignon.

Pour I'HE de C. schweinfurthii, les pertes de masse des éprouvettes imprégnées contre P.

sanguineus et C. versicolor sont inférieures a 18 et a 6,0% respectivement, ce qui indique que

I'HE de cette essence a pu améliorer la durabilité des éprouvettes, contre les souches

fongiques testées a I’exception de P. placenta.

L'HE de D. edulis présente une nette amélioration de la résistance des éprouvettes vis-a-vis de

trois souches fongiques, avec des pertes de masses qui sont égalent a 9,0% sur C. versicolor ;
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8,9% sur P. sanguineus et enfin 0,8% sur C. puteana. P. placenta est le seul champignon qui se

montre agressif vis-a-vis des éprouvettes imprégnées d’HE.

Les pertes de masse des éprouvettes traitées avec les HE de D. buettneri et A. klaineana sont
quant a elles supérieures a 16,0% contre trois pourritures de bois étudiées et ne sont que
légerement inférieures aux pertes de masse des éprouvettes témoins, ce qui montre
clairement que les HE de D. buettneri et A. klaineana n’ont pas apporté d'amélioration de la

résistance au matériau bois testé.

Figure 58: Exposition des éprouvettes traitées vis-a-vis de T. versicolor

Il ressort de la figure 58 que les éprouvettes traitées par I'HE de D. edulis soumis a C. versicolor,
sont moins colonisées que les éprouvettes témoins qui se trouvent dans la méme boite. Les
éprouvettes traitées présentes dans la boite de Pétri non inoculée par le mycélium du
champignon sont restées intactes. Ces dernieres servent a évaluer I'influence du milieu sur
des éprouvettes. Les HE ont donc légérement apporté une résistance des éprouvettes vis-a-

vis de C. versicolor.

On peut noter que la dégradation des éprouvettes témoins placées dans les mémes boites de
Pétri que les éprouvettes imprégnées d'HE est assez faible avec une perte de masse de 18,1%
comparativement a celle qui a été observé pour tous les autres témoins (50,0%). Ce résultat

traduit une possible diffusion de I'huile essentielle dans le milieu.
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lll.2.c. Traitement a base de résines purifiées

Tableau 31: Perte de masse des éprouvettes traitées par les RP, 12 semaines apres

exposition aux 4 champignons de pourriture

Perte de masse (%)

Traitement a base de C. versicolor  P.sanguineus C. puteana P. placenta
RP
A.klaineana RP(1%)/ EtOH(99%) 38,7+2,8 34,2+4,1 48,6+2,1 51,7+2,1
Contréle 40,6+0,8 35,4+4,6 55,1+1,0 51,8+1,8
RP(5%)/ EtOH(95%) 34,6+1,5 15,5+1,3 44,2+4,1 46,4+0,3
Contréle 39,3+2,5 27,6£2,9 53,7+4,0 49,9+2,1
RP(10%)/ EtOH(90%) 31,6%1,3 20,6%1,3 29,5+3,2 39,3+1,9
Contréle 38,6+2,1 34,0+1,7 47,9+3,2 48,9+1,5
RP(20%)/ EtOH(80%) 16,643,5 8,9+0,7 19,6+4,0 26,0+1,6
Contréle 40,0+3,0 26,5+0,6 50,6+2,7 46,3+0,7
C.schweinfurthii RP(1%)/ EtOH(99%) 30,4+1,4 32,9+1,9 47,4+1,0 47,7%3,2
Controle 34,1+1,0 45,7+0,8 50,5£3,0 49,7+1,7
RP(5%)/ EtOH(95%) 25,2+0,8 12,4+1,3 44,4+1,0 45,6+1,9
Contréle 34,5+0,3 36,9+0,4 47,4+2,6 48,9+3,9
RP(10%)/ EtOH(90%) 20,4+0,5 9,2+0,5 40,2+3,1 40,9+0,9
Contréle 31,8+0,2 36,01+0,6 50,3+3,0 49,7+2,0
RP(20%)/ EtOH(80%) 13,641,2 5,9+0,3 3,412 27,8+1,6
Contréle 40,7+2,9 33,8+1,6 49,4+2,3 40,9+1,2
D.buettneri  RP(1%)/ EtOH(99%) 30,7+2,8 33,3+4,2 45,7+4,9 52,5+1,1
Contréle 35,9+0,8 34,0+2,7 45,9+6,4 53,0+0,6
RP(5%)/ EtOH(95%) 29,5+2,0 32,0+1,9 41,6+1,4 51,8+2,0
Contréle 36,3+0,2 34,2+2,9 43,2+0,8 53,343,8
RP(10%)/ EtOH(90%) 25,3+0,6 25,4+1,2 39,1+4,6 49,2+2,0
Contréle 35,2+2,2 35,1+0,6 49,7+1,5 54,5%3,6
RP(20%)/ EtOH(80%) 17,845,6 18,143,0 26,4+3,5 35,6%3,9
Contréle 37,041,2 36,5+1,4 49,1+2,1 48,313,1
D.edulis RP(1%)/ EtOH(99%) 35,146,9 17,05,7 50,5+6,7 49,5+1,1
Contréle 36,9+6,0 19,5+4,0 51,7£2,1 50,2+4,8
RP(5%)/ EtOH(95%) 33,844,6 13,743,1 48,4+7,6 59,1+4,6
Contréle 36,4+4,3 20,4+2,9 52,0+1,5 60,6%3,0
RP(10%)/ EtOH(90%) 25,9+9,9 10,4+1,0 45,3+10,0 51,616,8
Contréle 36,5+4,2 23,7%2,1 48,4+6,6 60,9+1,3
RP(20%)/ EtOH(80%) 9,9+1,9 6,6+1,7 7,816,0 29,7+6,5
Contréle 40,6+2,6 33,4+4,0 56,7+0,8 41,8+3,2
Controle de virulence 43,7+1,1 48,0+0,8 58,612,6 56,615,4
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Le tableau 31, indique que les pertes de masse des éprouvettes traitées par les RP d’A.
klaineana ; C. schweinfurthii; D. buettneri et D. edulis contre les quatre souches fongiques
étudiées sont supérieures a 10% pour les faibles concentrations de solutions (1%, 5% et 10%)
et que celles-ci ne sont pas tres inférieures aux pertes de masse des éprouvettes témoins, ce

résultat montre que ces différentes concentrations n'ont rien apporté a la résistance du bois.

Pour les traitements impliquant des solutions a 20% en RP d’A. klaineana ; C. schweinfurthii et
D. edulis, les pertes de masse des éprouvettes imprégnées contre C. versicolor, P. sanguineus
et C. puteana sont inférieures a 16,6%, donc trés inférieures aux pertes masse des éprouvettes
témoins, ce résultat indique que la RP de chacune ces trois essences, augmente la durabilité
du matériau. Deux valeurs intéressantes de perte de masse 3,4% et 5,9% sont obtenues contre
C. puteana et P. sanguineus respectivement en utilisant la RP de C. schweinfurthii a 20%. P.
placenta reste le champignon le plus virulent par rapport aux autres souches fongiques testées

face aux éprouvettes imprégnées de RP des différentes essences.

Les pertes de masse des éprouvettes traitées par la RP de D. buettneri sont par contre
supérieures a 17,8% vis-a-vis des quatre champignons et ces pertes de masse ne sont pas
largement inférieures aux pertes de masse des éprouvettes témoins, ce résultat signifie

clairement que cette résine n'a apporté aucune résistance aux éprouvettes de bois.

Parmiles RP des quatre essences, celle de D. edulis se montre plus efficace dans I'lamélioration
de la durabilité des éprouvettes de bois traitées face aux différentes souches fongiques

testées.

111.2.d. Discussion
D’apres Lemmens (2006), la solution d’imprégnation suit les voies naturelles de circulation de
la seve existante dans le bois avant qu’elles ne soient obstruées, ce qui expliquerait la bonne

imprégnation de nos différentes fractions dans nos éprouvettes de hétre et de pin.

Les gains de masse pourraient dépendre de la nature de la résine dans la solution
d'imprégnation, et de la nature du bois traité, en effet, 'aubier de pin sylvestre s'imprégne

plus facilement par rapport au hétre.
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La composition chimique des différentes fractions faciliterait le lessivage. Celles qui sont riches
en alcools terpéniques, et terpenes (composés volatils et solubles dans I'eau) seraient plus

lessivables par rapport a celles qui en possedent moins.

Les performances apportées sur la durabilité des éprouvettes seraient dues aux propriétés
chimiques des différentes fractions riches en monoterpénes, en alcools terpéniques et en

triterpenes.

Par ailleurs les RB semblent un peu plus efficaces que les RP, ce résultat serait di a leur
richesse en terpénes. Le mélange des molécules (synergie de toutes ces familles de molécules)

apporte donc des effets plus intéressants.

L'inefficacité des RP et RB de D. buettneri serait probablement attribuée a leur profil chimique
riche en urs-12-en-28-ol et B-amyrone, et trés pauvre en composés triterpéniques tels que I'a
et I'B-amyrines reconnus pour empécher le développement des champignons (Medzegue,

2007).

Bien que cette concentration soit un peu trop élevée pour envisager sérieusement I'utilisation
de ces fractions d’oléorésines comme traitements antifongiques, elle reste tout de méme
intéressante car, elle pourrait donner d’autres propriétés comme la stabilité dimensionnelle,

etc.

Les résultats observés sur I'amélioration de la durabilité du bois des différentes fractions des
résines des quatre essences sont trés intéressants, mais si nous voulons optimiser les
performances, tout en réduisant les concentrations des fractions utilisées dans le traitement,
nous pouvons envisager leur utilisation en les combinant avec des biocides organiques, a

faibles concentrations.

Selon Ringman et al., 2014, I'exclusion de I'humidité causée par la réduction du volume des
vides de la paroi cellulaire du bois est le parameétre le plus essentiel qui retarde |'apparition de
la pourriture du bois. lls expliquent que d'autres mécanismes, tels que la non-reconnaissance
des enzymes, le blocage des micropores et la réduction du nombre des groupes OH, affectent
probablement la vitesse de dégradation aprés le début de I'absorption d'eau. Ces théories
pourraient nous permettre de comprendre le mode d’action de la résistance de la pourriture

brune.
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I11.3. Résistance aux termites

lll.3.a. Traitement par les RB

Tableau 32: Perte de masse des éprouvettes et taux de survie de termites aprés 4 semaines
d’exposition

Traitement a base de RB Lessivage PMter (%) TS (%) cv
Sans EtOH non 11,2+1,4 71,6113,4 4
Avec EtOH non 14,0+2,3 76,3+8,9 4
A.klaineana RB(1%)/ EtOH(99%) non 10,9+0,2 68,7+11,0 4
oui 12,9+1,3 82,0+6,0 4
RB(5%)/ EtOH(95%) non 2,540,1 6,718,3 2
oui 8,510,9 68,7+2,3 4
RB(10%)/ EtOH(90%) non 2,310,4 0,7+1,1 1
oui 4,9+1,2 54,0+19,3 3
RB(20%)/ EtOH(80%) non 0,910,4 0,040,0 1
oui 1,7+0,4 0,040,0 1
C.schweinfurthii RB(1%)/ EtOH(99%) non 9,0+1,0 57,3+4,6 4
oui 11,4+1,9 70,045,3 4
RB(5%)/ EtOH(95%) non 2,7+0,0 2,043,5 1
oui 8,610,9 48,7+19,0 4
RB(10%)/ EtOH(90%) non 2,5¢1,3 2,0£3,5 let
oui 8,210,4 61,313,1 4
RB(20%)/ EtOH(80%) non 2,4+0,0 0,040,0 1
oui 2,5+1,3 8,719,9 2
D.buettneri RB(1%)/ EtOH(99%) non 9,742,0 64,0+£12,5 4
oui 11,4+1,8 76,018,7 4
RB(5%)/ EtOH(95%) non 7,8+3,0 34,0+29,5 4
oui 9,240,9 65,314,2 4
RB(10%)/ EtOH(90%) non 4,8+0,4 30,0+26,1 2 et
oui 9,0+1,1 61,3114,5 4
RB(20%)/ EtOH(80%) non 2,5+0,4 0,040,0 1
oui 4,4+2,3 44,7+15,0 3
D.edulis RB(1%)/ EtOH(99%) non 8,712,5 57,3110,5 4
oui 12,5+1,3 83,314,6 4
RB(5%)/ EtOH(95%) non 2,8+0,8 2,043,5 let2
oui 6,2+4,3 44,0+10,0 3et4
RB(10%)/ EtOH(90%) non 2,1+0,1 0,0+0,0 1
oui 2,61£1,0 2,0£2,0 2
RB(20%)/ EtOH(80%) non 1,040,2 0,0+0,0 1
oui 1,7+0,3 0,7£1,1 1
PMter (%) = Perte de masse due aux termites ; TS (%) = Taux de survie. CV= Cotation visuelle :
“0”= Aucune attaque ; “1”= Tentative d’attaque ; “2”’= Attaque légere; ““3"’= Attaque

moyenne ; “4”’= Attaque forte
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Le tableau 32 nous indique que les éprouvettes témoins n’ont pas résisté a 'attaque des
termites, avec les pertes de masse qui sont supérieures a 11,0% pour les éprouvettes témoins
non traitées, et supérieures a 14,0% pour les éprouvettes témoins traitées a I’éthanol, sans
oublier les taux de survie des termites qui varient de 71,6% a 76,3% et enfin une cotation

visuelle de 4 pour toutes les éprouvettes témoins.

Avant lessivage, les éprouvettes de pin traitées avec des solutions d’imprégnation de 5% et
plus de RB d’A. klaineana ; C. schweinfurthii et D. edulis montrent une forte amélioration de
la résistance des éprouvettes face aux termites, avec des valeurs sensiblement égales, de
pertes de masse trés faibles (PMter<2,5%), de mortalité des termite presque totale (TS<6,7%)

et de cotation visuelle qui varie entre 1 et 2.

La RB de D. buettneri ne se montre performante sur I'augmentation de la durabilité des
éprouvettes qu’a une concentration de 20%, avec une perte de masse de 2,5%, un taux de

survie de 0,0% et une cotation visuelle de 1.

Apres lessivage, I'amélioration de la durabilité des éprouvettes vis-a-vis des termites des RB

d’A. klaineana ; C. schweinfurthii et D. edulis diminue légerement mais reste intéressante.

La RB d’A. klaineana et de D. edulis sont performantes sur I'amélioration de la résistance des
éprouvettes des la concentration de 10% avec des pertes de masse qui varient entre 4,9% et

2,6%, des taux de survie compris entre 54,0% et 2,0% et des cotations visuelles de 3 et de 2.

La RB de C. schweinfurthii se montre performante sur I'amélioration de la durabilité des blocs
de bois a une concentration de 20%, avec une perte de masse de 2,5%, un taux de survie de

8,7% et une cotation visuelle de 2.

Avant comme apres le lessivage, les RB d’A. klaineana et D. edulis sont légérement plus
performantes dans I'amélioration de la résistance des éprouvettes que la RB de C.

schweinfurthii.

La RB de D. buettneri, perd beaucoup de son efficacité avec le lessivage.
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11.3.b. Traitement par les HE

Tableau 33: Perte de masse des éprouvettes et taux de survie de termites aprés 4 semaines
d’exposition

Traitement a base d'HE Lessivage PMter (%) TS (%) cv

Sans EtOH non 11,2+1,4 71,6+13,4 4

Avec EtOH non 14,0+2,3 76,318,9 4

A.klaineana HE(5%)/ EtOH(95%) non 1,4+0,1 0,0+0,0 0
oui 10,5+1,7 73,317,6 4

C.schweinfurthii HE(5%)/ EtOH(95%) non 1,540,3 0,0+0,0 0
oui 7,715,4 58,0+11,0 4

D.buettneri HE(5%)/ EtOH(95%) non 2,2+0,2 0,0£0,0 1
oui 9,9#4,3 69,316,4 4

D.edulis HE(5%)/ EtOH(95%) non 1,3+0,0 0,0£0,0 0
oui 7,5+0,3 66,0+2,0 4

PMter (%) = Perte de masse due aux termites ; TS (%) = Taux de survie. CV= Cotation visuelle :
“0”= Aucune attaque ; “1”= Tentative d’attaque ; “2”’= Attaque légere; ““3”’= Attaque
moyenne ; “4”’= Attaque forte

D’apreés le tableau 33, les blocs témoins sont dégradés conformément a nos attentes. En effet,
les pertes de masse sont supérieures a 11,0% pour les éprouvettes témoins non traitées, et
supérieures a 14% pour les éprouvettes témoins traitées a I'éthanol. Les termites survivent
dans une proportion supérieure a 70% et la cotation visuelle est de 4 pour toutes les

éprouvettes témoins.

Avant lessivage, les éprouvettes de pin traitées avec les HE d’A. klaineana ; C. schweinfurthii ;
D. buettneri et D. edulis montrent une tres forte résistance aux termites, avec des pertes de
masse tres faibles (PMter<2,2%), une mortalité compléete des termites (TS=0%) et une cotation

visuelle qui varie entre 0 et 1, pour l'unique concentration de solution d'imprégnation.

Apres lessivage, I'effet apporté par les HE des trois essences diminue totalement avec des
pertes de masse supérieures a 7,7%, des taux de survie supérieurs a 58,0% et une cotation

visuelle de 4.

Les HE d’A. klaineana ; C. schweinfurthii et D. edulis montrent des performances similaires sur
les éprouvettes de bois testés, avec une efficacité légérement supérieure a celle de D.

buettneri.
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ll.3.c. Traitement par les RP

Tableau 34: Perte de masse des éprouvettes et taux de survie de termites aprés 4 semaines
d’exposition

Traitement a base de RP Lessivage PMter (%) TS (%) cv
Sans EtOH non 11,2+1,4 71,6x13,4 4
Avec EtOH non 14,0+£2,3 76,318,9 4
A.klaineana RP(1%)/ EtOH(99%) non 12,1+0,7 76,016,0 4
oui 13,0+1,4 68,7+10,1 4
RP(5%)/ EtOH(95%) non 2,2+0,2 0,0+0,0 let2
oui 10,0+1,2 66,0%8,7 4
RP(10%)/ EtOH(90%) non 2,240,1 0,0+0,0 1
oui 5,414,0 42,7+18,7 3
RP(20%)/ EtOH(80%) non 0,8+0,2 0,0+0,0 1
oui 1,610,3 0,0+0,0 1
C.schweinfurthii RP(1%)/ EtOH(99%) non 8,243,8 52,7+21,3 4
oui 13,0+4,5 78,74,2 4
RP(5%)/ EtOH(95%) non 3,0+0,3 18,7+4,6 2
oui 9,1+1,1 64,716,1 4
RP(10%)/ EtOH(90%) non 2,7+2,7 2,7+3,4 1
oui 6,812,4 40,0+7,2 3et4d
RP(20%)/ EtOH(80%) non 1,740,1 0,0+1,1 1
oui 2,5+2,5 2,0+3,5 2
D.buettneri RP(1%)/ EtOH(99%) non 11,1+1,0 67,3x11,0 4
oui 11,3+£1,0 74,01£2,0 4
RP(5%)/ EtOH(95%) non 7,4+3,5 32,0+24,8 3
oui 9,6+4,3 55,3+20,8 4
RP(10%)/ EtOH(90%) non 2,8+0,3 0,7+1,1 1
oui 4,1+4,2 35,3+31,0 3
RP(20%)/ EtOH(80%) non 2,210,3 0,612,0 1
oui 2,310,6 24,015,3 2
D. edulis RP(1%)/ EtOH(99%) non 10,8+0,6 67,3%13,1 4
oui 10,8+1,8 78,016,0 4
RP(5%)/ EtOH(95%) non 2,610,3 0,0+0,0 1
oui 8,7+0,5 54,7+7,0 4
RP(10%)/ EtOH(90%) non 1,610,5 0,0+0,0 1
oui 2,4+0,3 2,0+2,0 let2
RP(20%)/ EtOH(80%) non 1,140,3 0,0+0,0 1
oui 2,4+0,3 0,0+0,0 1

PMter (%) = Perte de masse due aux termites ; TS (%) = Taux de survie. CV= Cotation visuelle :
“0”= Aucune attaque ; “1”= Tentative d’attaque ; “2”’= Attaque légere; ““3"’= Attaque
moyenne ; “4”’= Attaque forte
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Le tableau 34, indique que les éprouvettes témoins n’ont pas résisté a I'attaque des termites
conformément a nos attentes, avec les pertes de masse qui sont supérieures a 11,0% pour les
éprouvettes témoins non traitées, et supérieures a 14,0% pour les éprouvettes témoins
traitées a I’éthanol, sans oublier les taux de survie des termites qui varient de 71,6% a 76,3%

et la cotation visuelle qui est de 4 pour toutes les éprouvettes témoins.

Avant lessivage, les pertes de masse des éprouvettes traitées par les RP d’A. klaineana ; C.
schweinfurthii et D. edulis sont trés faibles (PMter<3,0%), la mortalité des termites presque
compléte (TS<18,0%) et une cotation visuelle qui varie entre 1 et 2. Ceci indique que les RP de
ces trois essences augmentent fortement la résistance des éprouvettes de bois testées face

aux termites, pour des concentrations de solution d'imprégnation de 5% et plus.

Avec une perte de masse de 2,8%, un taux de survie de 0,7% et une cotation visuelle de 1. La
RP de D. buettneri ne se montre performante dans I'amélioration de la résistance des

éprouvettes vis-a-vis des termites qu’a partir d’une concentration de 10%.

Apres lessivage, I'effet des 4 RP diminue légerement, mais reste tout de méme mesurable. En,
effet, a 20% de concentration on observe des pertes de masse inférieures a 2,5%, des taux de

survie inférieurs a 24,0% et des cotations allant jusqu’a 2.

La RP d’A. klaineana ; C. schweinfurthii ; D. buettneri et D. edulis sont toutes efficaces sur les

performances qu’elles donnent aux éprouvettes, aussi bien avant qu’apres le lessivage.
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Figure 59: Visualisation des éprouvettes traitées lessivées et non lessivées (b), puis les
éprouvettes témoins (a) aprés exposition face aux termites

D’apres la figure 59, les éprouvettes témoins aprés exposition aux termites sont tres
dégradées conformément a nos attentes (figure 59a). On peut également noter comment les
éprouvettes traitées lessivées sont plus dégradées par les termites que les éprouvettes
traitées non lessivées (figure 59b). Ce résultat traduit que les trois fractions imprégnées dans
les éprouvettes de pin augmentent la résistance du bois face aux termites et que les

performances de ces dernieres diminuent avec le lessivage.

111.3.d. Discussion
Avant lessivage, les éprouvettes de pin traitées avec les trois fractions des oléorésines des
trois essences montrent des performances différentes. Par ailleurs, les solutions RB ont des

performances moins intéressantes que celles a base d’HE et RB.

L'efficacité de ces fractions peut-étre alors étre attribuée a leurs compositions chimiques. En
effet, les HE se montrent plus performantes dans I'amélioration de la durabilité du bois que
les deux autres fractions. Elles sont constituées d’'un mélange de monoterpénes et de
monoterpénoides, qui sont reconnus pour des effets antitermites dans la littérature. Les RB
et RP, montrent également des performances tres intéressantes vis-a-vis de I'amélioration de
la résistance du bois traité, certainement du au fait que leur composition chimique soit riche

en mélange de monoterpenes, de monoterpénoides et de triterpénes. Les RB présentent une
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légére amélioration de la résistance des éprouvettes traitées par rapport a RP, ce qui
s’explique par le fait qu’elles contiennent plus de composés volatils et notemment des

monoterpénes avec des groupements alcools..

L'urs-12-en-28-ol et I'B-amyrone, présents dans la RP et la RB de D. buettneri, pourraient avoir
une grande influence dans les performances de ces composés sur la résistance face aux
attaques de termites. La RP de D. buettneri n’a quasiment pas eu d’apport intéressant sur tous
les tests effectués vis-a-vis des champignons de pourriture, mais il a eu un apport sur la
résistance contre les termites.ll semblerait que ces molécules contenues dans la RP de D.

buettneri n’aient aucun effet antifongique.

Apres lessivage les améliorations de résistance des éprouvettes de bois traitées par les
différentes fractions de résines diminuent légérement. La solubilisation de certains
monoterpénes présentant des groupements alcools dans l'eau pourrait expliquer la
diminution de performance des trois fractions, associée a |'étape de séchage suivant le
processus de lessivage qui pourrait agir comme une étape d’entrainement a la vapeur
provoquant ainsi la perte des composés les plus volatils et ayant un impact particulierement

fort sur la concentration d'HE.
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IV. Association des oléorésines de trois essences et du Tébuconazole
dans la préservation du bois de pin et de hétre

Nos différentes fractions se sont révélées étre efficaces vis-a-vis des attaques determites ;
mais semblent étre peu actives faces aux champignons de pourriture, mis a part pour a de
fortes concentrations (20%). Il a paru intéressant de les associer a un autre fongicide, ce qui
permettrait de maximiser I’efficacité d’une formulation comportant de faibles doses de résine
et de biocide pour obtenir une protection a large spectre. De plus, ce biocide pourrait
éventuellement permettre d’améliorer la résistance au lessivage du traitement. La littérature,
rapporte que les triazoles, dont le propiconazole ou le tébuconazole, présentent des
propriétés fongicides. Par ailleurs, ils sont tres sélectifs sur les basidiomycetes, résistants au

lessivage et leur toxicité est relativement faible.

Un triazole performant et couramment utilisé est choisi pour la suite de ces essais.Le
Tébuconazole est ainsi séparement associé aux trois fractions de chacune des oléorésines qui
se sont déja montrées assez efficaces lorsqu’elles sont imprégnées seules dans le bois, a savoir

celles d’A. klaineana, C. schweinfurthii et D. edulis.

Pour des raisons de temps, deux champignons (C. versicolor et C. puteana) sont utilisés pour

le test sur la résistance fongique.

IV.1. Comportements des formulations lors des phases d'imprégnation et de
lessivage.

Les conditions des différents essais et les résultats des imprégnations et des lessivages des
différentes formulations a base de Tébuconazol et d’oléorésines (respectivement les résines
brutes, les huiles essentielles et les résines purifiées) sont présentés dans les tableaux

suivants.
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Tableau 35: Pourcentages de gain de masse et valeur des écarts types des échantillons
d'aubier de pin et de hétre imprégnés des formulations a base de RB d’A. klaineana, C.
schweinfurthii, D. edulis et de Tébuconazole

Gain de masse (%)

Solution d'imprégnation Es§ence.s ’de Avant e T.aux de
bois traitées e e lessivage (%)
Tébuconazole T(0,001%)/EtOH(99,999%) Pin 08+0,1 0,000 100,0+0,0
Hétre 1,2+12 00+00 100,0%0,0
T(0,01%)/EtOH(99,99%) Pin 08+0,3 0000 100,0+0,0
Hétre 09+0,1 0,000 100,0%0,0
T(0,1%)/EtOH(99,9%) Pin 08+0,5 00+00 90,0224
Hétre 08+0,1 01+0,1 90,1+13,7
A. Klaineana RB(5%)/EtOH(95%) Pin 54+03 4,3+02 209+4,4
Hétre 32+0,1 2,2%0,1 31,8+3,1
RB(5%)/T(0,01%)/EtOH(94,99%) Pin 50+09 3,7+1,0 30,3%10,7
Hétre 3,1+£0,2 1,9%0,3 37,6+5,9
C. schweinfurthii RB(5%)/EtOH(95%) Pin 47+12 3,1+1,1 40,7+14,9
Hétre 2,7+0,1 15%0,2 43,9+3,7
RB(5%)/T(0,01%)/EtOH(94,99%) Pin 4,8+0,7 3,2+0,6 34,737
Hétre 31+0,1 1,8z%0,1 429+34
D. edulis RB(5%)/EtOH(95%) Pin 3416 1,7+15 60,3+29,7
Hétre 26+03 1,4+0,7 50,4 £ 22,7
RB(5%)/T(0,01%)/EtOH(94,99%) Pin 4,7+0,7 3,5+0,8 27,7+7,0

Hétre 26+0,2 19%0,3 26,1t6,1

T=Tébuconazole ; EtOH=Ethanol ; RB=Résine brute

Le tableau ci-dessus montre que les formulations constituées uniquement de Tébuconazole
imprégnées sur les éprouvettes ne semblent pas résister au lessivage, car les valeurs des gains
de masse des éprouvettes de hétre et de pin traitées sont tres faibles (nulle ou trés proche de
0) alors que les gains de masse avant le lessivage sont aux alentours de 1% quelle que soit la

concentration utilisée.

Avant lessivage, les éprouvettes traitées par les formulations a base des RB d’A. klaineana ; C.
schweinfurthii et D. edulis ont des gains de masse inférieures a 6%. Et les gains de masse des

éprouvettes traitées par les formulations a base des RB avec le Tébuconazole sont, toutes
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inférieures a 5,2%, ce résultat indique que I'apport du Tébuconazole augmente la rétention

des différentes fractions sur les éprouvettes.

Apres lessivage, les éprouvettes traitées par les différentes fractions ont des gains de masse

tres faibles (gains de masse inférieurs a 3,2%) et des taux de lessivage élevés (inférieurs a

50,5%). Les éprouvettes traitées par les formulations a base des RB des trois essences avec le

Tébuconazole, les gains de masse obtenus sont inférieurs a 3,2% et des taux de lessivage

inférieurs a 43%, alors ces formulations ne résistent pas au lessivage sur les éprouvettes du

hétre et d’aubier de pin de sylvestre. Toute fois les éprouvettes traitées par les formulations

a base de D. edulis avec le Tébuconazole résistent mieux au lessivage que lorsque la RB est

traitée toute seule, ce résultat est différent de celui des deux autres essences.

Tableau 36: Valeurs moyennes des pourcentages de gain de masse et des écarts types des
échantillons d'aubier de pin et de hétre imprégnés des formulations a base d’HE d’A.
klaineana, C. schweinfurthii, D. edulis et de Tébuconazole

Gain de masse (%)

Solution d'imprégnation Essences  Ayant Apres Taux de
de bois |essivage lessivage lessivage
traitées (%)

A. Klaineana HE(0,5%)/EtOH(95%) Pin 0,1+0,0 0,0+0,0 100,0+0,0
Hétre 0,3+0,1 0,000 100,0%0,0
HE(0,5%)/T(0,01%)/EtOH(99,49%) Pin 0,3+0,2 00+0,0 92,0+12,8
Hétre 0,2+0,1 0,000 100,0+0,0
C. schweinfurthii HE(0,5%)/EtOH(95%) Pin 0,3+0,1 0,0+0,0 100,0+0,0
Hétre 0,2+0,1 0,0+0,0 100,0%0,0

HE(0,5%)/T(0,01%)/EtOH(99,49%) Pin 0,2+0,1 0,0+0,0 950+8,0

Hétre 0,7+0,1 0000 96,0+t6,4
D.edulis HE(0,5%)/EtOH(95%) Pin 0,5+0,1 0,0+0,0 100,0+0,0
Hétre 0,4+0,1 0,000 100,0%0,0
HE(0,5%)/T(0,01%)/EtOH(99,49%) Pin 08+06 0,1+0,1 850+14)9
Hétre 0,3+0,1 00100 91,7+11,8

T=Tébuconazole ; EtOH=Ethanol ; HE=Huile essentielle

Avant lessivage, les gains de masse des éprouvettes traitées par les formulations a base des

HE d’A. klaineana ; C. schweinfurthii et D. edulis sont inférieurs a 0,5%. Les gains de masse des

éprouvettes traitées par les formulations a base des HE comportant du Tébuconazole sont

inférieurs a 0,8%, ce résultat traduit que I'apport du Tébuconazole semble augmenter la

rétention de I'HE sur les éprouvettes.
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Apres lessivage, les gains de masse obtenus des éprouvettes traitées par I'HE sont nuls et le
lessivage total (taux de 100%). Les gains de masse obtenus sur les éprouvettes traitées par les
formulations a base des HE des trois essences additionnées de Tébuconazole, sont également
nuls et présentent des taux de lessivage trés élevés (supérieurs a 85%). Ces formulations

résistent donc mal au lessivage des éprouvettes du hétre et d’aubier de pin de sylvestre et

I’'apport du Tébuconazole ne retient pas les HE fractions contre |'eau.

Tableau 37: Valeurs moyennes des pourcentages de gain de masse et des écarts types des
échantillons d'aubier de pin et de hétre imprégnés des formulations a base de RP d’A.

klaineana, C. schweinfurthii, D. edulis et de Tébuconazole

Gain de masse (%)

Solution d'imprégnation E:T: ::;:édei Av.ant Arfrés |:2:-x de
lessivage lessivage Ivage
(%)

A. Klaineana RP(5%)/EtOH(95%) Pin 51+0,4 3,8+0,3 26,3+2,9
Hétre 3,0+£0,2 2,5+0,1 28,6+2,8

RP(5%)/T(0,01%)/EtOH(94,99%) Pin 49+0,7 3,7+0,7 24629

Hétre 2,8+0,3 2,1+0,2 24,7+ 2,4
C. schweinfurthii RP(5%)/EtOH(95%) Pin 45+12 2,7+0,8 41,9+12,8
Hétre 3,1+0,2 1,9+0,2 37,7+4,5

RP(5%)/T(0,01%)/EtOH(94,99%) Pin 69+2,9 57+2,7 189+3,7

Hétre 2910,1 2,1+0,1 29,5+35
D. edulis RP(5%)/EtOH(95%) Pin 46+1,9 2,9+19 452+26,1
Hétre 3,210,2 2,1+0,3 343+7,8

RP(5%)/T(0,01%)/EtOH(94,99%) Pin 57+05 46+0,6 20,1+5,.2

Hétre 2,910,2 2,1+0,1 26,9+29

T=Tébuconazole ; EtOH=Ethanol ; PR= Résine purifiée

Avant lessivage, les gains de masse des éprouvettes traitées par les formulations a base des
RP d’A. klaineana ; C. schweinfurthii et D. edulis sont inférieurs a 5,1%. Les gains de masse des
éprouvettes traitées par les formulations a base des RP et le Tébuconazole sont inférieurs a
6,9%, ce résultat indique que I'apport du Tébuconazole augmente la rétention de la RP sur les

éprouvettes d’aubier de pin sylvestre et de hétre.

Apres lessivage, les gains de masse des éprouvettes traitées a I'aide de la RP des trois essences
uniguement sont tres faibles (gains de masse inférieurs a 3,8%) et des forts taux de lessivage
(supérieurs a 26,3%). Les gains de masse des éprouvettes traitées par les formulations a base

du mélange des RP de trois essences avec le Tébuconazole, sont également trés faibles (gains
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de masse inférieurs a 5,7%) et des taux de lessivage élevés (entre 18,9% et 29,5%), alors que
I’'association du Tébuconazole et la RP des trois essences résistent au lessivage et augmente

la rétention de la RP des essences, cependant elle perd sa faculté apres le lessivage.

IV.1.a. Discussions

Les formulations a base de Tébuconazole additionné aux fractions (RB et RP) des trois
essences imprégnées sur éprouvettes, permettent d’augmenter leur rétention dans le bois
apres lessivage par rapport a celle des formulations uniquement constituées de Tébuconazole.
Les éprouvettes imprégnées par des formulations a base d'HE et de I’association entre
Tébuconazole et I'HE des trois essences ne résistent pas au lessivage. Ce probléme pourrait
étre dii a la nature hydrophile des composés qui les constituent . Si ces composés ont des
groupes hydrophiles dans leur squelette carboné, alors ils sont solubles dans I'eau et peuvent
donc disparaitre pendant le processus du lessivage.

La rétention des différentes fractions dans les éprouvettes apres le lessivage semble dépendre
de la nature de la fraction de la résine dans la solution d'imprégnation. L'aubier de pin
sylvestre est plus imprégnable que le bois de hétre, sauf lorsque celles-ci sont imprégnées par
les formulations associant d'huiles essentielles et du Tébuconazole et celles uniguement a

base de Tébuconazole.

Les différences observées entre les éprouvettes d’aubier de pin traitées et de hétre traitées
sont probablement liées a leur anatomie qui est tres différente. En effet, comme le pin est un
arbre résineux, nos fractions sont sGrement facilitées par les canaux résiniféres, le chemin
emprunté lorsqu'elles sont sous forme d'exsudats, qu'elles ne le sont pour le hétre qui n’en
possede pas les canaux résiniféres. Tondi et al. (2013) ont montré par analyse microscopique
que la pénétration des solutions de résines tanniques dans le pin sylvestre se fait
longitudinalement par les trachéides avec des fosses ouvertes bordées et transversalement
dans le sens radial par les rayons du parenchyme, alors que le hétre est presque exclusivement

pénétré dans le sens longitudinal par des vaisseaux larges et facilement accessibles.

La concentration de Tébuconazole dans la formulation ne semble pas avoir d'impact sur le
gain de masse des échantillons de bois traités, vue la faible quantité utilisée. Toutefois, on
considere que le Tébuconazole se fixe sur le bois par absorption physique et que, par

conséquent, seuls les phénomeénes de transport comme la diffusion a l'intérieur du bois traité

158



Partie 3 : Résultats et discussions

et le transfert de la surface du bois a I'eau, influencent le lessivage du Tébuconazole (aucune
réaction chimique n'est prise en compte) (Lupsea et al., 2012). Ce qui explique que les

éprouvettes de bois traitées au Tébuconazole ne sont pas résistants au lessivage.

IV.2. Durabilité des éprouvettes traitées par lI’association des oléorésines et
le Tébuconazole vis-a-vis de deux pourritures de bois

o PM éprouvettes controles = PM éprouvettes traitées

Contrike de vinulenoe

[A]

RB (5% T(0.01%) / ELOH £54,59%)
RE {55}/ EtOH [955%)
HE [0.5%) T (0,01%) f E¥OH_
FE (0,5%)) EXOH [99,5%)
RP (S8} TI0OA%:) / ELOH [S4,90%)

T AP (5%)/ ELOH [35%)

E Ti0.001%) / EOH {99,999%)

E TOLO1%)  ERCH (59,505

B T, 1% / EVOH [99,9%)

E o 20 40 0 80 0 10 20 30 40
= Perie de masse (%) Perte de masse (%)

Figure 60: Perte de masse (%) des éprouvettes de bois de hétre imprégnées avec les
différentes fractions de résine A. klaineana associées au Tébuconazole, apres 12 semaines
d'exposition a C. versicolor, avant [A] et apres lessivage [B].

L'objectif est d’utiliser une concentration de Tébuconazole pas trop efficace sur les
champignons de pourriture, car, si elle I'est, on ne pourra pas voir les effets de I'association
avec les différentes fractions d’oléorésines, et une concentration qui n’est pas non plus trop
inefficace contre les agents de dégradation. Nous avons sélectionné un éventail de trois

concentrations de Tébuconazole.

Les PM des éprouvettes traitées lessivées ou non sont comparées aux PM des éprouvettes
témoins. On peut observer, de la figure 60 a la figure 65, qu’avant lessivage et apres lessivage
les PM des échantillons traités avec le Tébuconazole a 0,01%, exposées a C. versicolor et C.
puteana, sont supérieures a 10%, et que ces valeurs sont largement inférieures aux valeurs
des PM des éprouvettes témoins signifiant que le Tébuconazole a 0,01% n’apporte pas une
résistance supplémentaire aux éprouvettes. Toutefois les éprouvettes traitées a une
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concentration de Tébuconazole de 0,1% sont résistantes face aux champignons de

pourritures.

Les PM des éprouvettes traitées par les formulations a base de RB, HE et RP d’A. klaineana
avant le lessivage sont supérieures a 30% vis-a-vis de C. versicolor. Par contre celles des
éprouvettes traitées par I'association avec le Tébuconazole ont des valeurs qui varient de 10%
a 30%. Cependant, apres le lessivage, les PM des blocs de bois imprégnés par les RB, HE et RB
sont supérieures a 35%, alors que les PM des éprouvettes traitées par les formulations a base
d’A. klaineana et le Tébuconazole sont inférieures a 25%, les valeurs de ces PM n’étant pas
tres différentes des PM des éprouvettes témoins, ce résultat montre que les formulations a
base de RB, HE et RP associées au Tébuconazole, naugmentent pas la résistance des

éprouvettes face a C. versicolor aussi bien avant qu’apres lessivage.

= PM dprouveties contrdies = PR dprouvettes trajtdes

Captrale de virskence
[A]
S (5% TEOLO15) S EROH [94,99%) &=
BB (S5%) E10H (054 —————

HE [05% 1 T [G.01%) fE10H (194%%] e
HE{0,5%] EOH [29.5%]
AP {5%)TI001) f EYOH (54.95% | -

E AP [S%)ECOH (05%] ————

"E' T10,001%| / EbOH (90,5000 S —T

e THOL01%)  EVOH (95,05  —————

3 TI0,1%] / ECH (99,90 e

_E A0 0 10 @00 3 40 O 80 70 8D g i Al E
.E Pertede masse [%) Parta de masse [%)

Figure 61: Perte de masse (%) des éprouvettes d’aubier pin sylvestre imprégnées avec les
différentes fractions de résine d'A. klaineana associées au Tébuconazole, aprés 12 semaines
d'exposition a C. puteana, avant [A] et aprés lessivage [B].

La figure 61 montre que les PM des éprouvettes traitées par les fractions RB, HE et RP d’A.
klaineana face a C. puteana avant lessivage sont supérieures a 30%, alors que les PM des
éprouvettes imprégnées par les formulations a base des différentes fractions avec le
Tébuconazole, sont comprises entre 6% et 10%. Apres lessivage les PM des échantillons traités
uniguement par RB, HE et RP sont supérieures a 40%, et ceux traités par les formulations de
I'association des fractions avec le Tébuconazole sont comprises entre 20% et 25% et comme

toutes ces PM ne sont pas différentes des PM des éprouvettes témoins, I’association des
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fractions d’A. klaineana et le Tébuconazole conferent aux éprouvettes testées une
augmentation de la résistance vis-a-vis de C. puteana, avant lessivage, mais plus apres

lessivage.
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Figure 62: Perte de masse (%) des éprouvettes de hétre imprégnées avec les différentes
fractions de résine de C. schweinfurthii associées au Tébuconazole, apreés 12 semaines d'exposition
a C. versicolor, avant [A] et apres lessivage [B].

La figure 62 montre qu’avant lessivage, les PM des éprouvettes traitées par les RB, HE et RP
de C. schweinfurthii vis-a-vis de C. versicolor, sont bien supérieures a 30%. Les PM des
éprouvettes traitées par le mélange des fractions avec le Tébuconazole sont sensiblement les
mémes donc supérieures a 35%. Cependant, apres lessivage les PM des blocs de bois traités
par les RB, HE et RB sont supérieures a 25%, puis celles des échantillons traités par les
formulations a base de I'association des fractions de C. schweinfurthii et le Tébuconazole sont
également supérieures a 25%. Les PM des éprouvettes traitées par I'association des fractions
et le Tébuconazole ne sont pas tres différentes des PM des éprouvettes témoins, ce qui
montre que, ces formulations n"améliorent pas la résistance des éprouvettes testées face a C.

versicolor aussi bien avant et qu’apres lessivage.
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Figure 63: Perte de masse (%) des éprouvettes d’aubier pin sylvestre imprégnées avec les
différentes fractions de résine de C. schweinfurthii associées au Tébuconazole, aprés 12 semaines
d'exposition a C. puteana, avant [A] et apres lessivage [B].

Dans la figure 63, les PM des éprouvettes traitées par les RB, HE et RP de C. schweinfurthii vis-
a-vis de C. puteana, avant lessivage, sont supérieures a 40%, alors que les PM des échantillons
traités par le mélange de différentes fractions avec le Tébuconazole, varient entre 2% et 5%.
Apreés lessivage les PM des échantillons imprégnés par les RB, HE et RB sont supérieures a 30%,
mais celles, des blocs de bois traités par le mélange des RB, HE et RB et le Tébuconazole varient
de 20% a 30%. On peut remarquer que ces PM sont tres différentes des PM des éprouvettes
témoins, ce résultat indexe que les formulations des trois fractions de C. schweinfurthii et du
Tébuconazole améliorent la durabilité des éprouvettes face a C. puteana, avant lessivage, mais

apres lessivage ces formulations ne conférent plus de résistance.
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Figure 64: Perte de masse (%) des éprouvettes de hétre imprégnées avec les différentes

fractions de résine de D. edulis associées au Tébuconazole, aprés 12 semaines d'exposition a
C. versicolor, avant [A] et aprés lessivage [B].

Avant lessivage, les PM des éprouvettes traitées par les RB, HE et RP de D. edulis sur C.
versicolor, sont supérieures a 35%, on voit également que les PM des éprouvettes imprégnées
par I'association des fractions avec le Tébuconazole varient de 15% a 30% (figure 64). Aprés
lessivage les PM des blocs de bois imprégnés par les RB, HE et RB sont supérieures a 25%, par
contre, celles des échantillons traités par le mélange de trois fractions de D. edulis et le
Tébuconazole sont supérieures a 30%. Ces PM n’étant pas tres différentes des PM des
éprouvettes témoins, alors, les éprouvettes traitées par ces formulations, n’améliorent pas

leur durabilité face a C. versicolor aussi bien avant et aprés lessivage.

163

18]



Partie 3 : Résultats et discussions

& PM eprouvettes controles = PM eprouvettes traitées

Conlrdde de yirukence
(A]

RE (5%} T[0,01%] / E1OH [94,90%)
RE (5%]/ EbOH [95%)

HE {0,551/ T [0.01%] [/ EtOH (99.45%)
HE [0,5% 4 EXOH {549 5%}

RPES%] TIO00%] ¢ ERCH (54,550 )
RP (5%]¢ EtOH (95%}

T (0,000%) / EXOIH {09, 090%)
TI0,01%)] / ELDH [92,09%}

TI0,15%) / EVDH {29, 9% b

-0 i} st} L] B Bl O P a0 B0
Perte de masse (%
Pertede massa (%) i

Farmulatiomns (m/m])

Figure 65: Perte de masse (%) des éprouvettes d’aubier pin sylvestre imprégnées avec les
différentes fractions de résine de D. edulis associées au Tébuconazole, aprés 12 semaines
d'exposition a C. puteana, avant [A] et aprés lessivage [B].

D’apres cette figure 65, les PM des éprouvettes traitées par les RB, HE et RP de D. edulis vis-
a-vis de C. puteana, avant lessivage, sont bien supérieures a 40% contre C. puteana, alors que
les PM des échantillons imprégnés par I'association des différentes fractions avec le
Tébuconazole, sont comprises entre 5% et 15%. Aprées lessivage les PM des blocs de bois
imprégnés par les RB, HE et RB sont supérieures a 40%, alors que celles des échantillons traités
par le mélange des fractions avec le Tébuconazole sont inférieures a 35%. On observe
également que toutes les valeurs des PM des éprouvettes traitées sont largement inférieures
a la valeur des PM des éprouvettes témoins, justifiant que les formulations a base des trois
fractions de D. edulis et du Tébuconazole, augmentent la résistance des éprouvettes testées
vis-a-vis de C. puteana, avant lessivage. Cependant, ces formulations perdent leur

performance, en terme de durabilité fongique, aprés lessivage.

IV.2.a. Discussion

Le lessivage réduit considérablement les performances de nos formulations imprégnées dans
les éprouvettes. Avec ou sans lessivage, les formulations a base des fractions de C.
schweinfurthii et le Tébuconazole sont légerement plus performantes que celles a base des

fractions d’oléorésines de D. edulis et le Tébuconazole, qui sont, a leur tour plus performantes
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gue celles de I'association du Tébuconazole et les fractions d'A. klaineana, contre C. puteana.

Ce résultat est contraire de celui obtenu face a C. versicolor.

Parmi les trois fractions, la RP se révele étre la fraction la plus insensible suite aux attaques
des deux champignons dans toutes les formulations testées, comparativement a I'HE et a la
RB. Les performances intéressantes de la RP par rapport aux deux autres pourraient étre
attribuées a leur teneur riche en triterpénes, et surtout a la synergie entre molécules, car selon
Medzegue, 2007, le mélange de I'a-amyrine et I'B-amyrine semblent opposer une résistance

au développement des champignons, en particulier C. versicolor.

L’apport du Tébuconazole dans les différentes fractions, a largement amélioré I'efficacité de
ces derniéres dans I'augmentation des performances des éprouvettes. Ce résultat est normal,

ce produit est reconnu comme un biocide antifongique.

Ces résultats nous indiquent qu’il y aurait un effet de synergie entre le Tébuconazole et les
différentes fractions d’A. klaineana ; C. schweinfurthii et D. edulis. ’ajout du Tébuconazole
aux différentes fractions d’oléorésines, aurait un réle d’inhibiteur de la déméthylation comme
les triazoles, selon le mode d’action du triazole (prothioconazole) sur le champignon
s’attaquant au blé (la septoriose) d’apres la société BASF. Il agit sur une enzyme (14 alpha-
déméthylase) au niveau de la cellule du champignon, et empéche ainsi la synthese de
I’ergostérol, un des principaux constituants des membranes cellulaires des champignons, ce
gui entraine alors une augmentation de la perméabilité des membranes et le désagregement
des cellules provoquant finalement la mort prématurée de I'agent pathogene (BASF France

agro-21).

Ces résultats sont conformes a ceux rapportés dans la littérature concernant |'association de
guelques triazoles et des produits naturels ayants des propriétés antioxydantes (Schultz et
al.,2002, 2004 et 2011) ainsi qu'a divers résultats préliminaires de laboratoires (Mabicka et al.,

2004,2005 ; Mounanga et al., 2008).
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IV.3. Résistance des éprouvettes traitées par des associations d’oléorésines
et de Tébuconazole vis-a-vis des termites

Tableau 38: Perte de masse moyennes et valeur de |'écart-type des éprouvettes d'aubier de
pin imprégnées de différentes formulations a base de RB d’A. klaineana, C. schweinfurthii, D.

edulis et de Tébuconazole, et soumises ou non a un processus de lessivage

Solutions d'imprégnation Lessivage PMter (%) TS (%) cv
Controles Pas traité Non 13,5+1,2 87,0+1,4 4
EtOH Non 13,8+0,4 87,3+30,1 4
Tébuconazole T(0,1%)/EtOH(99,9%) Oui 8,2+4,3 56,7 £ 20,0 4
Non 6,5+2,2 43,3+ 11,7 4
T(0,01%)/EtOH(99,99%) Oui 8,2+3,0 62,7 + 14,7 4
Non 6,4+4,8 49,3+7,6 4
T(0,001%)/EtOH(99,999%) Oui 109+1,6 68,0+ 5,3 4
Non 9,7+1,0 54,4 £5,2 4
A. Klaineana RB(5%)/EtOH(95%) Oui 3,6+2,3 19,3+ 16,8 3
Non 2,1+0,1 0,0£0,0 1
RB(5%)/T(0,01%)/EtOH(94,99%) Oui 8,6+0,6 27,3+4,6 4
Non 1,6+0,4 0,0+£0,0 1
C. RB(5%)/EtOH(95%) Oui 12,7+2,7 76,0 £ 8,7 4
schweinfurthii Non 2,2+0,3 1,3+2,3 1
RB(5%)/T(0,01%)/EtOH(94,99%) Oui 5654 22,0+ 38,1 3
Non 1,9+0,2 0,7+1,2 1
D. edulis RB(5%)/EtOH(95%) Oui 4,4+2,1 17,3+150 3
Non 2,1+0,4 4,7+8,1 1
RB(5%)/T(0,01%)/EtOH(94,99%) Oui 4,1+1,1 14,0+13,1 3
Non 1,9+0,3 7,3t6,4 2

PMter (%) = Perte de masse des éprouvettes ; TS (%) = Taux de survie ; CV= Cotation visuelle :
0= Aucune attaque; 1= Tentative d’attaque 2= Attaque légere; 3= Attaque moyenne,
4=Attaque forte ; EtOH = Ethanol ; T= Tébuconazole ; RB = Résine brute

Les tableaux de ce paragraphe, montrent que les différentes éprouvettes témoins sont bien
dégradées conformément a nos attentes, et ne résistent donc pas aux attaques des termites.
Des pertes de masse PMter>13,5% sont enregistrées pour les éprouvettes témoins non
traitées face aux termites, et des PMter>13,8 % pour les éprouvettes témoins traitées a
I’éthanol vis-a-vis des termites. Puis des taux de survie de termiteTS> 87,3% et des cotations

visuelles de 4 sont enregistrées pour toutes les éprouvettes témoins.

Dans ces tableaux, on note également que les PMter des éprouvettes imprégnées uniquement

de Tébuconazole sont importantes. Pour ces éprouvettes, plus la concentration en
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Tébuconazole est faible, plus les pertes de masse engendrées par les attaques de termites
augmentent. Avant lessivage, on a des PMter qui varient de 6,5%a 9,7% pour des
concentrations allant de 0,1%T a 0,001%T. Apres lessivage, les PMter varient entre 8,2% et
10,9% pour les mémes concentrations de Tébuconazole.Ce qui montre que le Tébuconazole
n‘améliore pas la durabilité des éprouvettes testées vis-a-vis des termites, car les
concentrations testées sont faibles, mais aussi parce que Le Tebuconazol n’est pas reconnu

comme étant un composé antitermite mais uniguement antifongique.

Avant lessivage, les pertes de masse des éprouvettes traitées par les RB d’A. klaineana ; C.
schweinfurthii et D. edulis, sont trés faibles, avec des pertes de masse qui sont inférieures a
2,2%. On observe également une mortalité presque compléte des termites (TS<4,7%) et une
cotation visuelle de 1. Ce résultat traduit que les trois fractions des différentes essences
apportent une forte amélioration de la résistance des éprouvettes face aux termites. Les
pertes de masse des éprouvettes traitées par le mélange du tébuconazole et des RB des trois
essences sont également trés faibles (PMter<1,9%), une forte mortalité des termites
(TS<7,3%) et une cotation visuelle de 1 (tableau 38) sont enregistrées, expliquant également
gue les formulations basées sur I'association du Tébuconazole et les RB des trois essences

conferent aux éprouvettes traitées une bonne résistance vis-a-vis des termites.

Apres lessivage, les pertes de masse des éprouvettes traitées par les RB d’A. klaineana ; C.
schweinfurthii et D. edulis, sont supérieures a 3,6%. La mortalité des termites n’est pas trop
importante (TS>17,3%) et une cotation visuelle de 4 est observée. Ce qui montre que les RB
ne conférent pas aux éprouvettes une résistance élevée vis-a-vis des attaques des termites.
Les pertes de masse des éprouvettes traitées par I'association du Tébuconazole et des RB des
trois essences, sont faibles (PMter>4,1%), une faible mortalité des termites (TS>14%) et une
cotation visuelle de 3 sont enregistrées. Ce qui indiquerait que les formulations basées sur le
mélange du tébuconazole et les RB des trois essences n’augmentent pas la résistance des

éprouvettes traitées face aux termites.

L’association du Tébuconazole et de la RB de C. schweinfurthii est |égérement meilleure que

celles des deux autres dans I'amélioration de la résistance face aux termites avant lessivage.
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Tableau 39: Perte de masse moyennes et valeur de |'écart-type des éprouvettes d'aubier de
pin imprégnées de différentes formulations a base d’'HE d’A. klaineana, C. schweinfurthii, D.
edulis et de Tébuconazole, et soumises ou non a un processus de lessivage

Lessivage PMter (%) TS (%) cv
Formulation a base de HE

A. Klaineana HE(0,5%)/EtOH(95%) Oui 9,4+1,9 78,716,1 4
Non 8,8+1,0 72,7123 4

HE(0,5%)/T(0,01%)/EtOH(99,49%) Oui 13,6+2,1 82,7+50 4

Non 7,1+4,7 43,3+375 3

C. schweinfurthii HE(0,5%)/EtOH(95%) Oui 11,9+2,1 82,0£35 4
Non 3,7+16 30,0+31,1 3

HE(0,5%)/T(0,01%)/EtOH(99,49%) Oui 13,2+19 82,7+3,1 4

Non 1,9+0,4 4,0+6,9 2

D. edulis HE(0,5%)/EtOH(95%) Oui 79+50 547+473 4
Non 6,0+2,7 46,7+20,1 4

HE(0,5%)/T(0,01%)/EtOH(99,49%) Oui 90+13 687+83 4

Non 62+40 420+t364 3

PMter (%) = Perte de masse des éprouvettes ; TS (%) = Taux de survie ; CV= Cotation visuelle :
0= Aucune attaque; 1= Tentative d’attaque 2= Attaque légere; 3= Attaque moyenne,
4=Attaque forte, EtOH = Ethanol ; T= Tébuconazole ; HE = Huile essentielle

Avant lessivage, les pertes de masse des éprouvettes traitées avec les HE (a une concentration
de 0.5%) d’A. klaineana; C. schweinfurthii et D. edulis, sont élevées (PMter>3,8%), une
mortalité non négligeable (TS>30%) et une cotation visuelle de 4 sont observées, ce qui
montre que les HE des trois essences a cette concentration n’améliorent pas la résistance des
éprouvettes face aux termites. Les pertes de masse des éprouvettes traitées par I'association
du Tébuconazole et les HE des trois essences sont plus faibles comparativement aux pertes de
masse des éprouvettes témoins (PMter<2% contre PMter>13,8%). On observe également un
taux de mortalité des termites plus élevé (TS>42,0%) et une cotation visuelle qui varie entre
2 et 3 ; ce qui signifie que les formulations basées sur le mélange des HE des trois essences et
le Tébuconazole, n"augmentent pas de maniere considérable la durabilité des éprouvettes

face aux termites.

Apreés lessivage, les pertes de masse des éprouvettes traitées par les HE d’A. klaineana ; C.
schweinfurthii et D. edulis sont supérieures a 6% ; la mortalité des termites est tres élevée

(TS>54,7%) et la cotation visuelle des éprouvettes exposées aux termites varient de 3 a 4. Ces
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résultats indiquent que les formulations a base de HE (0.5 %) n’améliorent pas la résistance
du pin traité, apres lessivage, contre les termites. Les pertes de masse des échantillons traités
par 'association du tébuconazole et les HE des trois essences ne sont pas beaucoup plus
faibles comparées a celles des éprouvettes témoins (PMter>9% contre PMter>13,8%) Une tres
forte mortalité des termites (TS>68,7%) et une cotation visuelle de 4 sont observées. Ces
résultats, montrent que les formulations basées sur I'association du Tébuconazole et les HE
(0.5%) des trois essences, n"augmentent pas la résistance des éprouvettes de pin traité face

aux termites.

Les formulations a base du mélange de Tébuconazole et des HE d’A. klaineana; C.
schweinfurthii et D. edulis présentent les mémes performances sur I'apport de I'amélioration
de la durabilité avant lessivage.

Tableau 40: Perte de masse moyennes et valeur de |'écart-type des éprouvettes d'aubier de

pin imprégnées de différentes formulations a base de RP d’A. klaineana, C. schweinfurthii, D.
edulis et de Tébuconazole, et soumises ou non a un processus de lessivage

Formulation a base de RP Lessivage PMter (%) TS (%) cv
A. Klaineana RP(5%)/EtOH(95%) Oui 2,0+0,2 0,0+x00 2
Non 1,7+0,7 0,0+£0,0 1
RP(5%)/T(0,01%)/EtOH(94,99%) Oui 50£39 360+31,7 3
Non 20+0,4 00+0,0 1
C. RP(5%)/EtOH(95%) Oui 12,0+2,4 72,7+3,1 4
schweinfurthii Non 19+03  20%20 2
RP(5%)/T(0,01%)/EtOH(94,99%) Oui 11,1+1,2 76,0+7,2 4
Non 1,8+0,1 0,7+1,2 1
D. edulis RP(5%)/EtOH(95%) Oui 2,1+0,3 2,723 2
Non 1,8+1,0 1,3+1,2 1
RP(5%)/T(0,01%)/EtOH(94,99%) Oui 52+29 28,7+248 4
Non 1,5+0,3 33£23 2

PMter (%) = Perte de masse des éprouvettes ; TS (%) = Taux de survie ; CV= Cotation visuelle :
0= Aucune attaque; 1= Tentative d’attaque 2= Attaque légere; 3= Attaque moyenne,
4=Attaque forte ; EtOH = Ethanol ; T= Tébuconazole ; RP = Résine purifiée.

Le tableau 40 montre qu’avant lessivage, les pertes de masse des éprouvettes traitées par les
RP d’A. klaineana ; C. schweinfurthii et D. edulis sont tres faibles (PMter<1,9%). De plus, une

mortalité presque complete des termites (TS<2%) et une cotation visuelle qui varie de 1 a 2
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sont obervées, indiquant ainsi que les RP des essences apportent une forte amélioration de la
résistance des éprouvettes face aux termites. Les pertes de masse des éprouvettes traitées
par les formulations a base du mélange de Tébuconazole et des RP des trois essences sont
aussi trés faibles comparativement aux pertes de masse des éprouvettes témoins (PMter<2%
contre PMter>13,8%). On remarque également une grande mortalité des termites (TS<3,3%)
et une cotation visuelle qui varie aussi de 1 a 2. Ces résultats se traduisent par le fait que
I’association de Tébuconazole et des RB des trois essences améliorent la durabilité des

éprouvettes de pin traité face aux termites.

Apres lessivage, les pertes de masse des éprouvettes traitées par les RP d’A. klaineana ; C.
schweinfurthii et D. edulis, sont supérieures a 5% ; la mortalité des termites est élevée
(TS>28,7%) et une cotation visuelle qui varie entre 3 et 4, nous signifiant que ces RP
n"augmentent pas la résistance des éprouvettes contre les termites. Les pertes de masse des
blocs de bois traités par le mélange de Tébuconazole et des RP de nos essences ne sont pas
tres faibles comparativement aux pertes de masse des éprouvettes témoins (PMter>5%
contre PMter>13,8%), avec une forte mortalité des termites (TS>28,7%) et une cotation
visuelle de 4. Ces résultats montrent que les formulations basées sur I|'association de
Tébuconazole et des RP des trois essences, n‘augmentent pas les performances sur la

résistance des éprouvettes vis-a-vis des termites.

Les formulations a base du mélange de Tébuconazole et des RP d’A. klaineana; C.
schweinfurthii et D. edulis présentent des performances similaires sur I'augmentation de la

résistance des éprouvettes contre les termites.

IV.3.a. Discussion
A travers les résultas cités précedemment, il ressort que pour les formulations et les
concentrations testées, les RP ont montrent des performances légerement supérieures a
celles des deux autres fractions (HE et RB). Les profils chimiques des RP, plus riches en
triterpenes que ceux des deux autres fractions de résines, peuvent expliquer une telle

différence d’efficacité face aux attaques de termites

Pour toute essence confondues, la RB, I'HE et la RP conférent au bois une meilleure résistance
vis-a-vis des termites, en raison de leur composition chimique riche en terpénes, en
monoterpénoides et en triterpenes (Bédounguindzi et al., 2020). Il est décrit aussi que I'a-
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pinéne, I'y-terpinéne comme plusieurs autres molécules présentes dans les différentes
fractions comportent des propriétés antitermites (Siramon et al., 2009 ; Pal et al., 2011 ; Kadir

et al., 2014).

Apres lessivage, les performances d’amélioration des différentes fractions RB et RP sur la
durabilité des éprouvettes contre les termites sont légerement diminuées, mais restent
appréciables, a l'exception de celles du C. schweinfurthii qui sont plus affectées par le

processus de lessivage.

Une étude antérieure a montré que la fraction HE (5%) de D. edulis améliorait
considérablement la résistance des éprouvettes d’aubier de pin sylvestre face aux termites
(Bédounguindzi et al., 2020). Cependant, il résulte de ce travail que la concentration de I'HE
(0,5%) testée n'est pas assez suffisante pour améliorer significativement la résistance des
éprouvettes contre les termites avant le lessivage. De plus, la fraction HE est la plus volatile et
la plus lessivable, donc la moins performante dans I'augmentation de la résistance des
éprouvettes de bois contre les termites dans le temps, méme si une utilisation locale,

temporaire (pulvérisation, par exemple) pourrait étre envisageable.

La solubilisation de certains alcools monoterpéniques dans |'eau expliquerait la diminution de
performance de toutes les formulations, puis I'étape de séchage suivant le processus de
lessivage agirait comme une étape de distillation a la vapeur, entrainant la perte des composés

les plus volatils et affectant particulierement la concentration en HE.

L'apport du Tébuconazole, dans les différentes essences a augmenté les performances de ces
dernieres dans la résistance contre les termites, avant le lessivage, car il faut le rappeler le

Tébuconazole n’est pas un biocide avec des propriétés antitermites.

En résumé, les études biologiques révelent que les RB, les HE et les RP d’Aucoumea Klaineana,
Canarium schweinfurthii et Dacryodes edulis, augmentent les performances de résistance du
bois soumis aux termites, et vis-a-vis des pourritures de bois également, mais a de forte
concentrations uniquement. L'association de ces fractions avec le Tébuconazole conféere au
bois une meilleure résistance vis-a-vis des termites et C. puteana. Il y a donc une synergie
entre nos fractions et le Tébuconazole. Cependant le caractére lessivable de ces formulations

est clairement mis en évidence.
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Conclusion générale et perspectives

Ce travail entre dans le cadre du développement de la formation continue dans la filiere
forets-bois en Afrique Centrale, et de la valorisation des produits naturels issus des matieres
premieres végétales et renouvelables, capables de se substituer aux produits chimiques
provenant des ressources fossiles couramment utilisés dans la préservation du bois et

dénoncés pour leurs effets néfastes sur ’lhomme et I’environnement.

Les résines ou exsudats des plantes, résultant du stress de ces dernieres lorsqu’elles sont
attaquées ou blessées et les huiles essentielles qui en découlent, sont connues depuis
longtemps pour leurs vertus thérapeutiques et pour leur efficacité dans le domaine de la
préservation et conservation des aliments. Elles méritaient d’étre étudiées en vue de
découvrir leurs propriétés biologiques contre les agents de dégradation du bois d’ceuvre,

notamment leur pouvoir protecteur du bois.

Dans notre travail, nous avons procédé a |'étude de la composition chimique des oléorésines
d’A. klaineana ; C. schweinfurthii, D. buettneri et D. edulis a I'aide de la chromatographie en
phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse. Ces derniéres sont étudiées sous trois
formes (fractions) : Résine brute (RB) ; résine purifiée (RP) et les huiles essentielles (HE). Les
résultats montrent une variabilité chimique quantitative et qualitative, trés intéressante dans
chacune des fractions des quatre essences. Les RB et RP des essences étudiées sont
constituées triterpénes, qui représentent la majorité des composées, puis de monoterpénes
et de monoterpénoides. Par contre les HE sont composées uniquegment de monoterpénes et

de monoterpénoides.

Suite a leur analyses chimique, nous avons étudié I’activité antifongique et antitermite de ces
différentes fractions d’oléorésines face a I'exposition de quatre souches fongiques distinctes
(pourritures blanches et pourritures brunes) selon la EN 113 décrite par Bravery et vis-a-vis

des termites d’apres la EN 117.

Les trois fractions de A. klaineana, C. schweinfurthii et D. edulis, ont exercé une forte activité
antitermite dans leur totalité sur R. flavipes, et ont montré une faible activité antifongique
contre C. versicolor, P. sanguineus, C. puteana et P. placenta. Les trois fractions de I'oléorésine

de D. buettneri n’ont pas montré des activités antitermite et antifongique intéressantes.
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La forte activité antitermite et antifongique (uniguement a de grandes concentrations)
observée serait due aux profils chimiques de ces fractions riches en monoterpénes, en

monoterpénoides et en triterpénes.

L’évaluation de [l'efficacité des différentes fractions des oléorésines d’A. klaineana, C.
schweinfurthii, D. buettneri et D. edulis du Gabon sur la préservation des éprouvettes de bois
de hétre et d’aubier de pin sylvestre contre les champignons basidiomycétes lignivores et des

termites, est également évoquée.

Les bois de hétre et d’aubier de pin sylvestre traités par imprégnation sous vide avec des
concentrations variables en RB, HE et RP d’A. klaineana, C. schweinfurthii et D. edulis,
améliorent fortement leur résistance face a R. flavipes méme a des faibles concentrations
(5%). Les éprouvettes traitées augmentent fortement leur durabilité vis-a-vis de C. versicolor,
P. sanguineus et C. puteana a partir de 20% de concentration. Les blocs de bois traités par les
trois fractions de I'oléorésine de D. buettneri, n’augmentent pas leur résistance aussi bien sur

les termites que sur les souches fongiques.

Le caractere lessivable des trois fractions surtout celles des HE est clairement mis en évidence
dans ce travail. En effet, leurs compositions chimiques qui comportent quelques molécules
hydrophiles les rendant soluble dans I'eau, et les différentes séances de séchage des

éprouvettes avant et apres lessivage, expliquerait ce résultat.

En définitive, nous avons essayé de fixer les oléorésines sur le bois suite au lessivage grace a
un biocide industriel « le Tébuconazole » et voir de possibles synergies. Les méthodes utilisées

sont les mémes que celles uilisées précédemment.

Les éprouvettes traitées par les formulations constituées du mélange des différentes fractions
des résines de nos essences avec le Tébuconazole a faible dose, augmentent fortement leur
résistance face a R. flavipes et C. puteana a de faibles concentrations allant de 0,5 a 5%. Donc
il y a une forte synergie entre les fractions des résines de nos essences et le Tébuconazole,

induisant la bonne efficacité de la formulation.

Dés que ces éprouvettes traitées sont lessivées, elles perdent toute efficacité d’amélioration
de résistance face aux pourritures du bois. Elles gardent toutefois une faible résistance face a
R. flavipes. Le Tébuconazole qui est un biocide industriel ne permet donc pas aux oléorésines
de résister au lessivage.
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Ces résultats montrent que les oléorésines peuvent jouer un réle important dans le domaine
de la préservation du bois, permettant ainsi de prolonger la durée de vie des matériaux bois
tout en limitant son impact environemental , et ouvrent ainsi des perspectives d’application
dans ce domaine. Ces résultats permettent également de donner une valeur ajoutée a ces
essences résineuses dans le domaine de préservation du bois car elles ne sont exploitées que
pour la transformation du bois, pour la production du placage et la fabrication du
contreplaqué (A. klaineana et D. buettneri) ; D. edulis consommée pour ses fruits, les huiles
servant a I'élaboration des cosmétiques ; C. schweinfurthii recherchée pour le bois d’ceuvre et

de menuiserie.

Le travail mené et les resultats qui en découlent, font emmerger un certain nombre de

perspectives pouvant faire suite a cette étude. Ainsi, nous envisageons :

o Une prolongation du temps d’immersion des blocs de bois dans les solutions
d’imprégnations ;

o Une étude du mode d’action des résines sur les agents de dégradations ;

o Une étude physico-mécanique des blocs de bois aprés imprégnation des résines pour
mieux comprendre le comportement des échantillons traités avant de les soumettre
aux agents de dégradation du bois ;

o Une purification des amyrines et tester séparément leurs propriétés ;

o Une utilisation d’autres biocides ayant des propriétés différentes de celles qu’on a
utilisé, permettrait d’élargir le champ de recherche ;

o Une extension des études sur d’autres essences résineuses gabonaises peu
commercialisé,

o Utiliser les insectes capables de dégrader le bois au gabon dans les différents tests

Enfin, nous recommandons une culture de ces essences pour un développement durable

permettant d’exploiter industriellement leurs résines et d’éviter la disparition de ces espéces.
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Abstract: Dacryodes edulis (G. Don) H.]. Lam resin was
hydro-distilled to recover essential oil (EO), and further
purified to produce a heavy fraction constituting less vola-
tile compounds. Chemical composition was investigated
by gas chromatography-mass spectrometry (GC-MS), and
indicated that different monoterpenes and triterpenes
were present depending on the analyzed fraction. Bioas-
says were performed on the different fractions to evaluate
their anti-fungal and anti-termite properties. Results indi-
cated that crude resin, its heavy fraction and its EO all had
proved termicidal properties, which decrease on drying
for EO and crude resin due to evaporation of monoterpe-
nes. Conversely, no anti-fungal properties were observed
for any fraction. Dacryodes edulis resin is therefore a new
valuable bioactive ingredient for the formulation of wood
protection products with anti-termite properties.

Keywords: Dacryodes edulis (G. Don) H.]. Lam, essential
oil, fungi, resin, termite, terpene

Introduction

Termites cause extensive damage to wood and cellulosic
products in temperate and tropical climates (Verma et al.
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2009). Once the wood has been colonized, these xylo-
phagous insects remain well hidden inside the material
and their presence is often detected only when the wood
is already severely damaged. Damage to wooden struc-
tures and other cellulosic materials by termites around
the world is thus estimated to have a cost of more than
three billion US dollars per year (Su and Scheffrahn 1990).
Synthetic preservatives such as creosote, lindane, diel-
drin, pentachlorophenol or copper chrome arsenate (CCA)
have been employed or are still used in several countries
to protect wood and other lignocellulosic materials from
termite attacks. However, most of these products have
since been banned or restricted because of their toxic-
ity for humans and the environment (Chang et al. 2001;
Cheng et al. 2007). More recent and expensive treatments
based on water-borne copper systems associated with
organic fungicides and/or quaternary amines have been
developed, and are used mainly in northern hemisphere
countries (Schultz et al. 2007). Various solutions involving
non-biocidal treatments are desirable, potentially com-
prising thermal treatments or wood chemical modifica-
tions (Gérardin 2016).

Another possibility could be the exploitation of extrac-
tives present in high natural durability wood species.
Consequently, many studies have investigated alternative
active ingredients derived from natural renewable mate-
rials (Onuorah 2000; Torres et al. 2003; Cespedes et al.
2005; Verma et al. 2009; Kadir et al. 2014). These studies
focused on wood extractives, some of which have com-
parable properties to synthetic preservatives (Isman and
Machial 2006). Some wood species are naturally resistant
to termite attack due to their high content of extrac-
tive compounds which are part of their natural defense
systems (Verma et al. 2009). These defense mechanisms
are typically effected through the secretion of active
chemicals (such as oils, resins or phenolic compounds),
reducing the ability of termites to colonize wood and to
efficiently digest the cellulose (Osipitan and Oseyemi
2012). Many studies have shown that high natural dura-
bility wood species can be valorized through extraction of
the active components responsible for durability (Sogabe
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et al. 2000; Arihara et al. 2004). Other studies reported
that essential oils (EOs) from different plants possessed
anti-termite and anti-fungal properties (Chang et al. 2001;
Chang and Cheng 2002; Sakasegawa et al. 2003; Cheng
et al. 2004; Park and Shin 2005). Verma et al. (2009)
showed that EOs of different shrubs were often toxic to
the Formosan subterranean termite Coptotermes formosa-
nus Shiraki. Cheng et al. further demonstrated that EOs
from wood and plants had very strong repellent and toxic
activities against Formosan subterranean termites due to
the presence of volatile compounds. Plant monoterpenes
specifically have been proven to be highly active against C.
formosanus termites (Cornelius et al. 1997). Other natural
products such as flavonoids (Boue and Raina 2003), ses-
quiterpenes (Kinyanjui et al. 2000; Arihara et al. 2004)
and thiophenes (Fokialakis et al. 2006) isolated from dif-
ferent wood species and plants have also been found to be
effective against termites and fungi.

Dacryodes edulis (G. Don) H.J. Lam is an evergreen
tree present in Gabon prized by the local population for
its fruits. The wood is used for the manufacture of tool
handles and in carpentry. When wounded, this tree pro-
duces resin containing a high proportion of compounds
with antioxidant and antimicrobial properties (Obame
et al. 2008; Koudou et al. 2009). No study has investigated
either the termicidal or fungicidal properties of D. edulis
resins to date, despite the evidence that they could have a
potentially wide range of applications.

The aim of the present work was to evaluate the prop-
erties of D. edulis resin as potential anti-fungal and anti-
termite agents, in order to develop more acceptable wood
protection systems based on the use of natural products
sourced from renewable resources. For this purpose, EO
was separated from resin using steam distillation with
a Clevenger apparatus, and the resin was purified using
different solvents. Each fraction was analyzed using
gas chromatography-mass spectrometry (GC-MS) and
then used in bioassays to evaluate their anti-termite and
anti-fungal properties.

Materials and methods

Biological materials: The D. edulis (G. Don) H.J. Lam resin was col-
lected at Cap Estérias, northeast of Libreville in Gabon in August 2017.
Ten D. edulis tree trunks were bled at the 1.30-m level using a clean
machete. Three days later, the collected resin was stored in a refrig-
erator at 4°C.

Different types of fungi were used, two fibrous rots [Trametes
versicolor (TV) and Pycnoporus sanguineus (PS)] and two cubic rots
[Rhodonia placenta (RP) and Coniophora puteana (CP)]. They were
provided in Petri dishes by the CIRAD mycobank.

DE GRUYTER

Reticulitermes flavipes (ex santonensis de Feytaud), from Oleron
Island (France), were the termites tested in this study.

Mini blocks [25x15x 5 mm? L, R, T (Bravery 1979)] of Scots pine
sapwood (Pinus sylvestris L.) and beech (Fagus sylvatica L.) were
used throughout this study.

Chemical materials: Ethanol (absolute anhydrous grade) and
acetone (analysis grade) were, respectively, provided by Carlo Erba
(Val-de-Reuil, France) and Merck (Darmstadt, Germany). Malt extract
and agar for microbiology were purchased from Sigma Life Science
(St Quentin Fallavier, France).

Extraction and purification of the different resin fractions: A Clevenger
type apparatus (Clevenger 1928) was used to extract EOs from resin by
simple hydrodistillation as described by Bruneton (2009) for 4 h. The
resin was directly immersed in distilled water in a double-necked flask
equipped with Clevenger apparatus. As the resin was sticky, it could be
placed in a beaker containing hot water to reduce its viscosity before
being introduced to the flask. The condensate containing the EO was
collected in the separating funnel, where the two phases immediately
separated. The lower phase was collected by decantation, before sepa-
ration of the upper phase corresponding to the EO. The oil was collected
in an Erlenmeyer flask and residual water removed by drying with mag-
nesium sulfate, before filtration over sintered glass.
The extraction efficiency was calculated using equation 1:

EO yield (%) =[mass of EO(g)/mass of RR (g)]x100 (1)

In parallel, the raw resins (RRs) were dissolved in ethanol, and
then centrifuged to remove debris (sands, bark, etc.). Ethanol was
then evaporated from the supernatant via the rotary evaporator to
recover the purified resin (PR). The yield was calculated as follows.

Yield (%) =100 x mass of PR (g) / mass of RR (g) (2)

GC-MS analysis: The three fractions were analyzed on a Perkin
Elmer Clarus 680 Gas Chromatograph (Villebon sur Yvette, France)
with a fused silica DB-5MS [(dimethyl-/diphenyl-polysiloxane, 95:5]
column (30 m, 0.25 mm, 0.25 pm), coupled with a Perkin Elmer Clarus
SQ8 Mass Spectrometer (Villebon sur Yvette, France) and monitored
by the Turbo Mass v.6.1 software. Before being injected in the GC-MS
analyzer, the different fraction samples were dissolved in 1 ml of ethyl
acetate. This solution (1 1) was injected at 250°C inlet temperature in
the splitless mode. Helium was used as the carrier gas. The relation-
ship between time and temperature is indicated in Table 1.

To improve the peak resolution for some samples, the heating
schedule can be slightly modified, leading to different compound
retention times. Helium flow of 1 ml min® was used as mobile
phase. After this separation step, compounds were transferred to
the mass spectrometer by a transfer line heated at 250°C and the
ionization achieved with the electron impact method (70 eV ioni-
zation energy). The compounds were then identified on the basis
of comparison of their mass spectrum with those of compounds in
the NIST Library through the NIST MS Search 2.0. Identification was
considered as relevant for the match and reverse match coefficient
values above 900,

Block impregnation
Impregnation: Three series of solutions containing RR, EO and
purified resin (PR) with different concentrations were prepared

Authenticated | Philippe.gerardin@univ-lorraine.fr author's copy

178

Download Date | 1/16/20 8:48 AM



Annexe 1

DE GRUYTER

Table 1: Gas chromatography temperature program.

Rate (°Cmin-?) Temp (°C) Time (min)
= 80 2
10 190

15 280 10
10 300 14

in ethanol (m/m) for wood sample impregnation: 1%, 5%, 10%
and 20% of RR or PR and 5% of EO. Wood samples were dried at
103°C and weighed {mu). For each concentration, 27 dried wood
samples were then vacuum treated at 5 mbar for 30 min before
impregnation with the different treatment solutions. The samples
were then kept immersed for 1 h at atmospheric pressure. After
impregnation, the wood samples were dried at 103°C for 48 h and
weighed (m,).

Leaching procedure: Leaching was performed according to NF X
41-569 (2014). The samples were immersed in distilled water (one
volume of wood for five volumes of water) and subjected to two
series of three leaching periods of increasing duration under con-
tinuous shaking at 20°C. A total of 15 samples were used per leach-
ing flask.

The two leaching series were separated by a woad block air-dry-
ing step and water was replaced by fresh water after each leaching
period. The different stages of leaching are described in Table 2. After
the whole leaching process, the samples were finally dried at 103°C
and weighed (m,).

Termicidal properties

Screening of paperfilter: Two concentrations of EO, RR and PR were
used to evaluate the anti-termite properties of D. edulis resin. Each
fraction was dissolved in acetone at 1:1 and 1:3 ratios (resin fraction/
acetone, m/m). Subsequently, 70 ul of EO solution or 90 ul of resin
solution (RR and PR) was impregnated on a 2.5-cm diameter What-
man filter (Grade 1) paper before exposure to termites. The papers
impregnated with the different solutions were dried in two different
conditions, at air [20°C, 65% relative humidity (RH), 2 h] and in an
oven (103°C, 1 h) to highlight the effect of evaporation of volatile com-
pounds. After drying, each impregnated paper was weighed before
being placed in contact with the termites.

The tests were carried out in 9-cm Petri dishes filled with 15 g
of wet Fontainebleau sand (one volume of water for four volumes
of sand) placed at the periphery of the dish. The treated Whatman
papers were placed on a plastic grid in the middle of the Petri dish
(free of sand) and 20 termite workers were added to each test device.
The Petri dishes were placed in the dark at 27°C at 75% RH. Three rep-
licates were done per assay and concentration. Three controls were

Table 2: Leaching process.

Period duration (h)

First leaching series 1 2 4
Air drying 16
Last leaching series 8 16 48
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also done with Whatman paper impregnated with 70 pl of water or
acetone or without paper (diet controls) to determine the end of the
test. These devices were regularly monitored throughout the test, in
order to control the sand humidity, add water if needed, and to check
the termite behavior and activity.

At the end of the test, the remaining living termites were
counted, the filter paper was then cleaned and dried as previously
described (air or oven) and their weight loss (WL) calculated as a per-
centage of the initial weight of the paper (air or oven-dried) according
the formula:

WL (%) =100x(m —m,)/m, 3)

where m_ is the initial air or oven-dried mass of filter paper with or
without treatment and m, the air or oven-dried mass of filter paper
with or without treatment after exposure to termites. JMP 11 program
(SAS, Institute Inc., Cary, NC, USA) was used for regression analysis
and analysis of variance (ANOVA).

Test on impregnated wood: Termite resistance was evaluated
using a non-choice screening test. For each treatment, ethanol-
treated and untreated controls, three replicates were tested for
their resistance toward termites. Each sample was placed in a
9-cm diameter Petri dish containing 40 g of Fontainebleau sand
(four volumes of sand for one volume of deionized water). The
samples were placed on a plastic mesh in order to avoid water
logging. One block was placed in each Petri dish. A total of 50
termite workers, one nymph and one soldier were introduced into
each Petri dish. The Petri dishes were placed in the dark in a cli-
matic chamber at 27°C, 75% RH. After 4 weeks, the samples were
removed and cleaned of sand and the survival rate of the termites
was calculated. The samples were given a visual rating accord-
ing to the guidelines of EN117 with adjustment regarding the sam-
ple sizes. The visual rating of the termites attack was expressed
as follows: O=no attack, 1=attack attempt, 2=slight attack,
3=medium attack, 4 = severe attack. The samples were then dried
at 103°C and weighed (m,) and their WL calculated according to
equation 4.

WL(%'):100x(mnmmz_m;)/monnurz ()

where m, is the initial anhydrous mass, m, the impregnated anhy-
drous mass and m, the impregnated leached anhydrous mass of the
sample.

JMP 11 program (SAS, Institute Inc., Cary, NC, USA) was used for
regression analysis and ANOVA.

Anti-fungal properties

Growth inhibition tests: Growth inhibition tests were performed
according to the method of Chang et al. (1999) with a slight modifica-
tion. The agar media were prepared in 500 ml Erlenmeyer flasks by
adding 16 g of malt and 10 g of agar to 374 g of distilled water. Culture
media were sterilized in an autoclave at 121°C for 25 min. Amounts
of 200 mg, 400 mg or 600 mg of the different fractions of D. edulis
resin solubilized in the minimum amount of ethanol (1 ml for EO, 2 ml
for RR and PR) were mixed in each Erlenmeyer, under a laminar flow
hood, with malt-agar media directly after sterilization. Thus, culture
media containing 500 ppm, 1000 ppm and 1500 ppm of extractives
were obtained, respectively. In addition, controls containing malt-
agar alone or added with 1 ml of ethanol were prepared to evaluate
fungal growth without resin fraction. After cooling, the content of
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each Erlenmeyer flask was poured in 9-cm diameter Petri dishes in
a sterilized atmosphere to obtain Petri dishes containing approxi-
mately 20 ml of culture medium. The media were left standing under
the hood for jellification. After solidification, the culture media were
inoculated in their centers with a piece of freshly grown mycelium of
the different fungal strains and incubated at 22°C, 70% RH in a Binder
KBF 115 climatic chamber. Growth was evaluated daily according to
the formula (equation 5):

Growth inhibition (%) =100x[1-(d, /d,)] (5)

where d_ is the control culture diameter and d, the diameter of the
culture in the presence of extracts. Growth inhibition was calculated
when the control culture diameter reached 9 cm. All experiments
were repeated 3 times.

Test on impregnated wood: Effect of the treatment on wood dura-
bility was evaluated using mini block (Bravery 1979) screening tests.
Sterile culture medium was prepared from malt (40 g) and agar (20
g) in distilled water (11) and placed in a culture flask inoculated with
a small piece of mycelium of a freshly grown pure culture and incu-
bated for 2 weeks at 22°C and 70% RH to allow full colonization of
the medium by the mycelium. Three blocks (two treated and one con-
trol) were placed in each Petri dish. Each experiment was replicated
3 times. Virulence controls were also performed on 12 specimens
of untreated Scots pine and beech. Incubation was carried out for
12 weeks at 22°C, 70% RH in a climatic chamber. Once the fungal expo-
sure was completed, the mycelium was removed from the blocks, the
specimens were then dried at 103°C and their final weight recorded
(m,). The moisture content at the end of the test (data not shown) and
mass losses were determined. WL was expressed as a percentage of
the initial 103°C oven-dried weight of the sample according to the for-
mula (equation 6):

WL (%)=100x(m,_, -m,)/n, (6)

orl

where m, is the initial anhydrous mass of untreated wood samples,
m, the anhydrous mass of treated wood samples and m, the anhy-
drous mass of treated wood samples after fungal exposure.

Results and discussion

Chemical analysis

The hydrodistillation of D. edulis resin gave a clear EO
with a specific odor and a mean yield of 12.0%. Mean
yield depended on the harvest site. Indeed, a yield of
about 6.68% was obtained from samples from the Sibang
Arboretum situated in the center of Libreville by Obame
et al. (2007). The purification of RR gave a yield of 89.7%.
Chemical composition of these three fractions of resins
were analyzed by GC-MS. The names of identified com-
pounds, their respective retention times as well as their
relative abundances from the total ion current (TIC) chro-
matogram are given in Table 3.

DE GRUYTER

Table 3: Chemical composition of Dacryodes edulis essential oil.

Retention Reverse
time (min) Compound Abundance (%) Match  match
4.23 B-Thujene 0.7 858 943
4.33 o-Pinene 49.6 939 939
4.52 Camphene 0.4 852 922
4.73 Sabinene 14.5 928 951
4.80 B-Pinene 5.4 931 939
5.08 o-Phellandrene 22.0 923 933
5.20 Terpinolene 0.9 859 901
5.28 o-Cymene 23 904 924
5.35 B-Phellandrene 34 849 900
5.65 y-Terpinene 0.5 828 895
6.01 o-Terpinolene 0.1 659 847
7.35 Terpinen-4-ol 0.2 782 847

Twelve compounds were identified in the EO of D.
edulis (representing 100% of the TIC. u-Pinene (49.6%),
a-phellandrene (22.0%) and sabinene (14.5%) are the
three major components comprising 86.1% of the EO com-
position. This richness in monoterpenes of Burseraceae
exudates EO has been reported by several authors (Obame
et al. 2008; Koudou et al. 2009). However, in terms of the
number and relative abundance of compounds, our results
differ from those of Obame et al. (2008), who found 24
components in the EO of D. edulis resin from Gabon with
sabinene (21.8%), terpinen-4-ol (19.8%), a-pinene (17.5%)
and p-cymene (11.3%) as the main components. Burkill
(1994), conversely, showed that sabinene, B-phellandrene
and limonene were the predominant compounds.

The difference in the number of compounds and
the different compositions for the same species could be
explained by several parameters. Indeed, the literature
reports that the sampling period, the age of the tree or the
geographical area may be at the origin of these variations
(Franz and Novak 2010).

Chemical analysis of the RR and PR was performed
using the same analytical method (Tables 4 and 5).

Eight compounds were identified in the PR of D. edulis.
The amyrin isomer 2 (35.5%), a-amyrin (23.3%), terpinen-
4-0l (17.5%0), amyrin isomer 1 (14%) and B-amyrin (7.7%)
were the five major components. Twelve compounds
were identified in the RR of D. edulis, with amyrin isomer
2 (31%), amyrin isomer 1 (15.3%), P-terpinene (13.7%),
o-amyrin (11.6%), terpinen-4-ol (17.5%), B-pinene (6.4%)
and sabinene (6.4%) as major components. The chemical
analysis of RR and PR is in agreement with that already
described in other resin species belonging to the Burser-
aceae family (Susunaga et al. 2001; Cruz-Canizares et al.
2005; Siani et al. 2012; Riidiger and Veiga-Junior 2013;
Lucero-Gomez et al. 2014).
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Table 4: Chemical composition of Dacryodes edulis crude resin.

Retention Abundance Reverse
time (min)  Compound (%)  Match match
2.78 B-Terpinene 13.7 918 957
2.73 Sabinene 6.4 904 930
2.78 B-Pinene 6.4 9206 919
2.95 a-Thujene 2.0 890 923
297 B-Phellandrene 1.6 873 903
3.13 Cymene 5.3 867 912
4.98 4-Terpineol 1.1 895 911
18.92 Amyrin isomer 1 15.3 894 908
19.05 B-Amyrin 4.3 798 861
19.24 Amyrin isomer 2 31.0 863 874
19.29 Lupeol 245 665 737
19.39 a-Amyrin 11.6 870 892

Table 5: Chemical composition of Dacryodes edulis purified resin.

Retention Abundance Reverse
time (min)  Compound (%)  Match match
2:52 B-Pinene 0.4 594 889
3.1 Cymene 1.1 863 869
3.41 y-Terpinene 0.5 853 875
4.95 4-Terpineol 175 913 920
18.95 Amyrin isomer 1 14.0 896 916
19.08 B-Amyrin e 865 200
19.26 Amyrin isomer 2 35.5 848 864
19.42 o-Amyrin 233 884 895

Anti-termite properties
Screening tests on Whatman filter paper disks

The results of the anti-termite tests of D. edulis EO are pre-
sented in Table 6.

Control paper impregnated only with water or acetone
had no effect on termite behavior, as shown by the recorded
mass losses and the survival rate of termites at the end of the
test. Basically, all the treatments involving RR have shown
a protective effect of Whatman paper. The best results
were ohtained with the concentrated RR acetone solution
(1:1 m/m) leading to a weak WL of 4.5% and a survival rate
of 0. Diluting the solution increased these two indicators,
although the effect of the drying temperature was not clear.
This behavior may be associated with the volatilization
of low-molecular-weight EO compounds upon drying at
103°C, but it did not explain the results obtained after room
temperature drying. Regardless of the drying temperature,
impregnated papers with the most concentrated EO acetone
solution (1:1 m/m) showed a strong anti-termitic effect, with
all termites dying before the end of the test, and during
which the Whatman paper was only slightly degraded by

W.F. Bédounguindzi et al.: Anti-termite properties of Dacryodes edulis resin = 5

Table 6: Anti-termite properties of the different fractions of
Dacryodes edulis resin evaluated on paper disks.

Impregnation Drying Survival
solution condition WL (%) rate (%)
Without filter paper 45.2+7.1 733476
Water 20°C, 2 h 39.4+5.6 70.0£5.0

103°C,1h 38.8£4.9 93.3+2.9
Ac 20°C,2h 26.2+6.7 65.0£5.0

103°C,1h 18.7+6.7 75.0£10.0
RR/Ac(1/1, m/m) 20°C, 2 h 4.5+0.8 0.0£0.0
RR/Ac(1/1, m/m) 103°C,1h 8.2 £1.0 8.3+5.8
RR/Ac(1/3, m/m) 20°C, 2h 14.3+1.0 26.7+5.8
RR/Ac(1/3, m/m) 103°C,1h 11.1+£0.7 16.7+2.9
EO/Ac(1/1, m/m) 20°C, 2h 0.0£0.0 0.0£0.0
EQ/Ac(1/3, m/m) 20°C,2h 4.7 2P 0.0£0.0
PR/Ac(1/1, m/m) 20°C, 2h 2.810.1 0.0£0.0
PR/Ac(1/1, m/m) 103°C,1h 6.0+0.9 0.0+0.0
PR/Ac(1/3, m/m) 20°C, 2h 4,5+£0.5 6.7t11.6
PR/Ac(1/3, m/m) 103°C,1h 7.411.0 0.0£0.0

Ac, acetone; RR, raw resin; EO, essential oil; PR, purified resin.

termites. The use of the less concentrated EO acetone solu-
tion (1:3 m/m) could not prevent the paper disc from a slight
degradation. PR solutions also had strong anti-termite
properties, better than RRs, and as PRs contained mainly
high-molecular-weight compounds, drying at 103°C only
induced a slight decrease of anti-termite properties. The
three fractions (EO, RR and PR) showed interesting termiti-
cide activities, which can be explained by their chemical
composition. Indeed, o-pinene (49.6%), o-phellandrene
(229) and sabinene (14.5%), present in significant quanti-
ties in EO, have been shown to present insecticidal proper-
ties by many authors. Tedonkeng et al. (2004) showed that
the EOs of Eucalyptus saligna, containing ¢-pinene (29.5%)
and bicyclogermacrene (12.5%) are toxic to ticks (Rhipi-
cephaluslunulatus). Another study carried out on Myristica
fragrans oil showed that myrcene, B-pinene, sabinene,
o-pinene, ¢-thujene and limonene caused termite mortal-
ity at a dose of 1 mg g (Pal et al. 2011). Madhucautilis heart-
wood extracts showed activity against Coptotermes gestroi
attributed to the presence of y-terpinene, terpinen-4-ol,
eicosane and p-cymene (Kadir et al. 2014). y-Terpinene and
p-cymene have been identified to be responsible for the
anti-termite properties of Eucalyptus camaldulensis against
C. formosanus (Siramon et al. 2009).

Test on impregnated wood

Effect of the treatments on termite is reported in Table 7.
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Table 7: Termite durability of pine samples impregnated with the different fractions of Dacryodesedulis.
Survival Visual

Impregnation solution Leaching WL (%)° rate (%) rating®
None No 11.3%x1.4 71.6+13.5 4

EtOH No 14.0+£2.3 76.3+8.9 4

RR (1%)/EtOH (99%) Yes 12.5+£1.3 83.31+4.6 4

RR (1%)/EtOH (99%) No 8.7+£2.5 57.3£10.3 4

RR (5%)/EtOH (95%) Yes 6.2+4.3 44.0+10.0 3and 4
RR (5%)/EtOH (95%) No 2.8£0.8 2.0£3.5 land2
RR (10%)/EtOH (90%) Yes 2,6+1.0 2.0£2.0 2

RR (10%)/EtOH (90%) No 2.1+0.1 0.0+0.0 1

RR (20%)/EtOH (80%) Yes 1.7+0.3 0.7£1.1 1

RR (20%)/EtOH (80%) No 1.0+0.2 0.0+0.0 1

EQ (5%)/EtOH (95%) Yes 7.5+£0.3 66.0+2.0 4

EO (5%)/EtOH (95%) No 1.340.0 0.0+0.0 0

PR (1%)/EtOH (99%) Yes 10.8+1.8 78.0+6.0 4

PR (1%)/EtOH (99%) No 10.840.6 67.3+3.1 4

PR (5%)/EtOH (95%) Yes 8.7+0.5 54.7+7.0 4

PR (5%)/EtOH (95%) No 2.610.3 0.0+0.0 1

PR (10%)/EtOH (90%) Yes 2.4+0.3 2.0+2.0 1and?2
PR (10%)/EtOH (90%) No 1.6+0.5 0.0+0.0 d

PR (20%)/EtOH (80%) Yes 2.4+0.3 0.0+0.0 1

PR (20%)/EtOH (80%) No 1.1+0.3 0.0+0.0 1

*Average values of replicates per treatment. ®0, no attack; 1, attack attempt; 2, slight attack; 3, medium attack; 4, severe attack. EtOH,

ethanol; RR, raw resin; EQ, essential oil; PR, purified resin.

The results obtained with the impregnated test
pieces confirmed the previous ones. The control speci-
mens were degraded up to 11% (untreated control) and
14% (ethanol control) with a high termite survival rate
of greater than 70%. Before leaching, the pine samples
treated with the three resin fractions showed different
performances, with a very low WL and an almost com-
plete termite mortality, for impregnating solution con-
centrations of 5% and above. The RR solutions gave less
effective performance as predicted. After leaching, the

preservative effects of the different resin fractions were
slightly decreased but remained noticeable, with activi-
ties of EO-containing resin fractions generally more
affected by the leaching process. The solubilization of
some monoterpene alcohols in water could explain the
decrease in performance of all formulations, where the
drying step following the leaching process could act as
a steam distillation stage, leading to the loss of the most
volatile compounds and particularly impacting the EO
concentration.

Table 8: Percentage of growth inhibition by the different fractions of Dacryodes edulis.

Concentration,

Fractions ppm PS® RP® 1 P
RR 500 32.8£0.7 24,1£4.9 13.3+£3.0 52.4%5.3
1000 42.2%1.5 28.3+4.1 59.8+4.6 69.3+7.6
1500 50.0£3.7 43.7+1.9 69.8+3.5 80.4%3.5
EO 500 44,6+3.1 62.6+2.8 35.0+4.8 54.1+1.0
1000 752557 90.0+£1.5 67.4+6.5 76.1+4.8
1500 100.0+0.0 100.0+0.0 99.1+1.2 100.0+0.0
PR 500 13.9+1.1 15.941.2 30.3+£3.9 12.0+0.2
1000 178415 19.81£1.4 30.0£5.9 17.8+1.5
1500 37.2+14.8 23.9+2.6 35.9£5.7 21.8+1.2

2PS, Pycnoporus sanguineus; "RP, Rhodonia placenta; TV, Trametes versicolor; “CP, Coniophora puteana; RR, raw resin; EO, essential oil;

PR, purified resin.
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indicated that PR or RR impregnation did not improve the
durability of wood to decay, with the exception, in some
cases, of 20% RR and PR. This concentration is too high
to seriously consider the use of both resins as anti-fungal
treatments. However, the effects observed on wood dura-
bility make it possible to envisage their use in combina-
tion with other biocides. EO appeared to be slightly more
efficient than the other two fractions, although its overall
behavior was more or less similar. Moreover, the degrada-
tion of control blocks placed in the same Petri dishes as
specimens impregnated with EO was quite low with a WL
of 18.1% instead of around 50%, which was observed for
all the other controls. This indicates a possible diffusion of
the oil into the medium.

Conclusion

In conclusion, GC-MS analysis of the three fractions of the
D. edulis resin demonstrated a mixture of monoterpenes
for EO and a mixture of monoterpenes and triterpenes for
RR and PR, among which amyrins (isomer amyrin 1 and
2) are being identified. Biological studies reveal that the
three fractions of D. edulis showed high anti-termitic activ-
ity and low or no anti-fungal activity against wood rots.
The anti-termitic activity can be attributed to their chemi-
cal compositions being rich in monoterpenes and triter-
penes. However, monoterpene volatility could limit their
external use even if their leachability remains low. The
resin of D. edulis is thus presented as a potential long-term
wood preservation alternative obtainable from renewable
products. Its large-scale use is easy to foresee due to the
large quantity available. The resin of D. edulis therefore
seems to be a valuable ingredient for the formulation of
wood preservative treatments, where anti-termite proper-
ties are required. In addition, the hydrophobic nature of
the triterpene fraction allows additional properties to he
considered as a binding resin for more water-soluble com-
pounds. Further studies are currently under investigation
to evaluate these properties.
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Annexe 2

Tableau 20: Inhibition de la croissance fongique par les résines brutes apres 12 jours maximum

Inhibition de la croissance (%)

Champignons utilisés et concentrations des résines brutes en ppm

Coriolus versicolor Pycnoporus sanguineus Coniophora puteana Poria placenta
500 1000 1500 500 1000 1500 500 1000 1500 500 1000 1500

A.klaineana 35,2+8,5 49,4+20,0 64,4+22,5 22,4+0,8 44,3199 59,4+0,6 52,4+5,3 58,6+3,6 69,3+7,6 29,3t1,3 32,7+2,2 44,4+1,1

C.schweinfurthii 39,1+1,4 52,2+3,1 74,1+2,0 27,1+2,2 48,8439 62,3+7,7 59,843,5 66,616,5 79,6157 33,1+1,8 43,1+0,2 53,5#8,0

D.buettneri 24,3+¥11,7 35,0#4,3 51,1+9,5 35,2+7,7 37,4+12,8 43,1+11,2 48,1+3,5 52,4+3,3 59,4+2,3 20,6+2,5 26,3+5,2 28,5+2,3

D.edulis 13,3+3,0 59,8+4,6 69,8+3,5 32,8+0,7 42,2+1,5 50,0+3,7 52,4+53 69,3+7,6 80,4+3,5 24,1+4,9 28,3+4,1 43,7+1,9
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Annexe 2

Tableau 21: Inhibition de la croissance fongique par les huiles essentielles apres 12 jours maximum

Inhibition de la croissance (%)

Champignons utilisés et concentrations des huiles essentielles en ppm

Coriolus versicolor Pycnoporus sanguineus Coniophora puteana

500 1000 1500 500 1000 1500 500 1000 1500 500

Poria placenta

1000 1500

A.klaineana  57,2+4,5 86,8+8,3 100,0+0,0 40,0+4,9 70,4+1,5 100,0+0,0 70,7+6,6 97,5+14,7 100,0+0,0 54,1+7,7 74,1+0,6 100,0+0,0

C.schweinfurthii 59,2+5,1 100,0+0,0 100,0+0,0 64,4+0,0 100,0+0,0 100,0+0,0 84,4+5,9 100,0+0,0 100,0+0,0 64,3+0,8 97,7+7,2 100,0+0,0

D.buettneri 12,2+1,1 18,5+4,2 33,0+1,4 20,0+2,0 25,4+3,3 33,3+x2,0 25,3+2,8 41,1+1,8 51,6+7,7 32,6+1,9 28,9+9,8 44,1+9,5

D.edulis 35,0+4,8 67,4%46,5 99,1+1,2 44,643,1 75,2+5,7 100,0+0,0 54,1+1,0 76,1+4,8 100,0+0,0 62,6+2,8 90,0+1,5 100,0+0,0
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Annexe 2

Tableau 22: Inhibition de la croissance fongique par les résines purifiées aprés 12 jours maximum

Inhibition de la croissance (%)

Champignons utilisés et concentrations des résines purifiées en ppm

Coriolus versicolor Pycnoporus sanguineus Coniophora puteana Poria placenta
500 1000 1500 500 1000 1500 500 1000 1500 500 1000 1500
A.klaineana 13,0+2,3 23,9+2,3 38,4450 25,6+2,9 32,4+1,9 37,0£3,4 29,61t2,3 44,1+21,8 54,2+x17,3 33,7£3,4 34,843,4 49,315,2
C.schweinfurthii 27,0+6,5 28,9+7,4 40,7+7,2 39,1+4,6 47,4450 50,9457 37,0#56 58,0+3,6 74,8t7,6 34,8+t14,6 39,3+13,3 57,419,9
D.buettneri 12,2+1,1 18,5+4,2 33,0+1,4 20,0+2,0 25,4+3,3 33,3x2,0 25,3+2,8 41,1+1,8 51,617,7 32,6£1,9 28,919,8 44,119,5
D.edulis 30,0£5,9 30,3%3,9 35,9+5,7 13,9+1,1 17,8+1,5 37,2+14,8 12,0+0,2 17,8+1,5 21,8+1,2 15,9+1,2 19,814 23,9+2,6
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Résumé

Ce travail évalue I'apport des trois fractions (RB, RP et HE) d’Ak, Cs, Db et De du Gabon dans
la préservation. Pour cela, une analyse chimique par GC/MS des trois fractions a d’abord été
faite, ensuite I'’étude de leurs activités antifongique et antitermite, enfin I’étude de leurs effets
dans la protection des blocs de bois suite aux attaques des agents de dégradation. Les
résultats des analyses chimiques montrent que les HE sont constitués des monoterpénes et
de monoterpénoides, alors que les RB et RP sont composés d’'un mélange de monoterpenes,
de monoterpénoides et de triterpenes. Les tests biologiques de ces dernieres vis-a-vis de PP,
CP, CV et PS, montrent une faible activité antifongique, mais montrent une forte activité
antitermite. Ces fractions améliorent la durabilité du bois contre les champignons a 20%, et
une bonne résistance aux blocs de bois vis-a-vis des termites. Ces dernieres associées au
Tébuconazole, augmentent la résistance du bois face aux agents de dégradation du bois. Leurs

caractéres lessivables sont clairement mis en évidence.

Mots-clés : Résine; A. klaineana ; C. schweinfurthii ; D. buettneri; D. edulis ; antitermite ;
antifongique ; huiles essentielles

Abstract

This work evaluates the contribution of the three fractions (RR, PR and EO) of Ak, Cs, Db and
De from Gabon to preservation. For that purpose, a chemical analysis by GC/MS of the three
fractions was first made, then the study of their antifungal and antitermite activities, and
finally the study of their effects in the protection of wood blocks following the attacks of the
degradation agents. The results of the chemical analyses show that the HE are made up of
monoterpenes and monoterpenoids, whereas the RB and RP are made up of a mixture of
monoterpenes, monoterpenoids and triterpenes. Bioassays of the latter against PP, CP, CV
and PS show low antifungal activity, but show high antitermite activity. These fractions
improve the durability of the wood against fungi by 20%, and a good resistance of the wood
blocks against termites. The latter, associated with Tebuconazole, increase the resistance of

wood against wood degradation agents. Their leachable characteristics are clearly highlighted.

Keywords: Resin; A. klaineana; C. schweinfurthii; D. buettneri; D. edulis; antitermite;
antifungal; essential oils
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