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LISTE DES ABREVIATIONS
AA: Activité Antioxydante des extractibles
AAPH: 2,2'-azobis (2-amidinopropane) dihydrochloride

ABTS: 2,2’-azinobis-3-¢éthylbenzothiazoline-6-sulfonique
AIBN: azobisisobutyronitrile

ATR: réflectance totale atténué

AU: Aubier
BHT: 2,6-di-tert.butyl-4-methyl-phénol

BSTFA/TMCS: N,O-bis (triméthylsilyl) trifluoroacétamide/triméthylchlorosilane

CEso: Concentration efficace pour consommer 50% du radical

CIRAD: Centre de coopération internationale en recherche agronomique pour le

développement.

Comifac: Commission des Foréts d'Afrique Centrale

CP: Coniophora Puteana

CTFT: Centre Technique Forestier Tropical

DE: Duramen externe

DI: Duramen interne

DM: Duramen médian

DPPH: 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl

FTIR: Spectroscopie infrarouge a transformée de fourrier
g/L: gramme par litre

GC/MS: chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse
GT: Gloephyllum trabeum

H: Teneur en humidité

LERMAB: Laboratoire d’Etudes et de Recherches sur le Matériau Bois
M: Molarité

M: Moelle

mp : Masse du ballon vide

mbp+e : Masse du ballon avec les extractibles

mg ECat g d'extrait sec : milligramme équivalent catéchine par gramme d’extractible sec



mg EGA g'! d'extrait sec: milligramme équivalent d’acide gallique par gramme d’extractible

S€C

ms : masse de sciure séche extraite.

PM: Perte de masse

PMet.r : Pertes de masse dues aux attaques des termites
ppm: partie par million

PS: Pycnoporus Sanguineus

RP: Rhodonia Placenta

TV: Trametes Versicolor

Z7T: Zone de transition
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INTRODUCTION

La forét et sa diversité chimique gigantesque constituent un réservoir immense de molécules
bioactives au potentiel thérapeutique vaste. Depuis les années 1940 a nos jours, la plupart des
médicaments sont issus des dérivés ou inspirés de substances naturelles. Selon

, s1 ’on considére uniquement les petites molécules (sont exclus les vaccins et les
composés biologiques), pres de 52% de médicaments actuels sont constitués ou dérivés de
produits naturels. Aujourd’hui, grace aux avancées scientifiques dans le domaine de la
valorisation des substances naturelles issues des plantes (feuilles, écorces, sciures de bois), il
est aisément possible d’envisager a terme que des produits de la chimie verte, substituables et
compétitifs, remplacent ceux issus des matieres fossiles, dans les domaines des énergies, des
matériaux et de la chimie fine. Ces matiéres fossiles étant en voie d’épuisement, les chercheurs
se tournent ainsi vers des sources facilement renouvelables comme le bois pour le
développement des produits respectueux de I’Homme et de I’environnement. La forét gabonaise
qui fait partir des foréts du bassin du Congo est I’'une des plus grandes foréts d’ Afrique apres
celle de la République Démocratique du Congo et du Cameroun. Le bassin du Congo, avec 227
millions d’hectares de foréts, abrite la deuxiéme plus grande forét tropicale du monde apres le
bassin de I’Amazonie. Il est trés riche en biodiversité avec plus de 10 000 especes de plantes
( ). D’aprés I’Agence gabonaise d’études et d’observations spatiales (

), la forét gabonaise représente pres de 80% du territoire national du pays avec pres de 400
essences de bois potentiellement valorisables dans le domaine de la chimie du bois mais dont
une petite minorité seulement (environ une dizaine) a fait I’objet d’une étude approfondie dans
ce domaine. Pourtant plusieurs essences sont considérées, a tort ou a raison d’essences
secondaires ; c’est le cas du noisetier du Gabon (Coula edulis) qui restent méconnues des
industriels et des chercheurs en sciences du bois au Gabon. Les bois tropicaux sont considérés
comme des essences nobles pour plusieurs raisons : d’abord pour leurs propriétés supérieures
aux bois des essences de climat tempéré permettant de les utiliser dans la construction pour les
emplois soumis a de fortes sollicitations ( ). Ensuite, pour leur durabilité naturelle,
leur forte densité, leur dureté et surtout leur richesse en extractibles qui leur confére la forte

couleur qui les caractérisent.

Pour les populations locales au Gabon, le noisetier est une essence a usages multiples. Tres
durable et résistant aux attaques des champignons, des insectes et plus particulicrement a celles
des termites, le bois de C.edulis est apprécié des populations pour sa longévité ( ).

C’est surtout dans la pharmacopée traditionnelle que les populations lui réservent un domaine
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de prédilection, il intervient via son écorce (utilisée en décoction) comme plante médicinale
pour le traitement de nombreuses maladies ( ). En cote d’ivoire, 1’écorce de
C.edulis est utilisée en décoction pour la purgation ou comme lavement et contre les douleurs
lombaires ou maux de reins ( ). Avec toutes ces qualités, le bois de C.edulis
présente un réel potentiel de valorisation aussi bien dans le domaine des matériaux que pour la

valorisation chimique des molécules présentes dans ses extractibles.

Si les connaissances qui entourent la chimie du bois sont peu ou pas connues au Gabon, cette
derniére est en plein essor en Europe et au Canada notamment pour ce qui concerne la
valorisation des substances extractibles. On désigne par le terme « extractibles » la large gamme
de molécules que 1’on peut extraire du bois a I’aide de solvants organiques ou méme a I’eau.
Plusieurs études ont montré que ces derniers pouvaient étre valorisés dans des secteurs tres
divers comme la pharmacie, la cosmétique, 1’agroalimentaire, la préservation du bois, les
adhésifs et les résines (colles, vernis, peintures etc...). Un exemple est celui des tannins
hydrolysables de chéne trés connus pour leur activité antioxydante, antiseptique, anticancéreux
et de prévention contre les maladies cardio-vasculaires. L’hydroxymatairésinol, extrait des
neeuds de I’épicéa est un excellent additif alimentaire qui permet de lutter contre le cancer de
la prostate et le cancer du sein ( ). L’aspirine, qui
est un dérivé de I’acide salycilique initialement extraite de I’écorce du Salix sp, est utilisée
comme antipyrétique, anti-inflamatoire, analgésique et anticoagulant en pharmacie et en

nutraceutique.

Selon (

), de nombreux bois tropicaux renferment des taux élevés en extractibles, ce qui
renforce particuliecrement leur intérét dans 1’optique de leur valorisation. Les différentes
molécules extraites pourraient en fonction de leurs propriétés étre valorisées soit comme agents
antioxydants en cosmétique, soit comme agents antifongiques ou anti-termites pour la
protection du bois, soit comme principes actifs dans le domaine de la médecine ou de la
pharmacie, soit comme colorants naturels ou comme substances antiseptiques. D'un autre point
de vue, une meilleure connaissance de la durabilité naturelle des bois tropicaux en général et

ceux du Gabon en particulier, permettrait une utilisation optimale de ces essences.

Dans ce contexte, il nous a sembl¢ intéressant d’étudier plus en détail le bois du noisetier du
Gabon C. edulis qui est une essence secondaire largement répandue au Gabon et utilisée par les
populations locales du fait de la durabilité et la qualité de son bois et de I’apport nutritionnel lié

a la consommation de ses fruits. Ce travail a pour objectif général de comprendre le role des
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substances extractibles de C. edulis sur sa durabilité naturelle tout en étant a la recherche de

potentiel composés biocides dans 1’optique de leurs valorisations en préservation du bois, en

pharmacologie, en cosmétique, en agro-alimentaire,etc...et avec pour objectifs spécifiques de :

>
>

Etudier la variabilité intra-arbre de sa composition chimique ;

Quantifier et caractériser la nature des différentes substances extractibles présentes dans
les différentes parties du bois de C.edulis ;

Déterminer les teneurs en phénols totaux, flavonoides, et tannins présents dans les
différentes substances extractibles;

Etudier la durabilité naturelle du bois de cceur de C.edulis vis-a-vis des champignons
basidiomycetes et des termites. Ainsi que la durabilité conférée suite a I’imprégnation
des extraits de C.edulis a des éprouvettes de hétre et d’aubier de pin sylvestre;

Etudier les effets antifongiques, anti-termites et antioxydants des substances extractibles
afin de mieux comprendre la durabilité naturelle de cette essence d’une part et d’autre

part, les valoriser.

Ce manuscrit de thése est subdivisé en cinq chapitres :

X/
L X4

X/
L X4

X/
L X4

Le premier chapitre est essentiellement bibliographique , passant par un bref rappel
sur le matériau bois, aux différents agents de détérioration du bois, la valorisation des
extractibles jusqu’a la description de I’essence étudiée.

Le deuxieme chapitre est entierement consacré a la partie expérimentale avec la
description des différentes méthodes et matériels utilisés nécessaires a la réalisation de
ces travaux.

Le troisiéme chapitre présente les résultats sur la variabilité intra-arbre de la
composition chimique du bois de C.edulis, la quantification et la caractérisation des
différentes substances extractibles, les teneurs en phénols totaux, flavonoides, et tannins
présents dans les différentes substances extractibles.

Le quatriéme chapitre présente les résultats de la durabilité naturelle du bois de cceur
de C.edulis vis-a-vis des champignons basidiomycetes et des termites ainsi que la
durabilité conférée a des éprouvettes de hétre et d’aubier de pin sylvestre.

Le cinquiéme chapitre présente les résultats des propriétés antifongiques, anti-termites

et antioxydantes des extractibles en vue de leurs valorisations potentielles.

Une conclusion générale ainsi qu’une ouverture sur les perspectives potentielles sont proposées

a la fin de cette thése et termine le document.
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CHAPITRE 1
REVUE BIBLIOGRAPHIE

I.1. Rappels sur le matériau bois : Structure et Anatomie
Produit par ’arbre, le bois est un matériau naturel différemment défini selon 1’utilisateur et
I’intérét porté. Pour le biologiste, le bois est le xyléme secondaire qui assure la conduction de
la séve brute chez les plantes ligneuses Gymnospermes (coniferes) et Angiospermes (feuillus)
Dicotylédones. Chez les plantes pérennes (arbres, arbustes et buissons), le xyléme secondaire
ou bois se développe chaque année et forme un tissu résistant qui assure a la fois la conduction
de la séve et la résistance mécanique de la plante. L’anatomiste le distingue en bois homoxylé
(caractéristique des Gymnospermes) et bois hétéroxylé (caractéristique des Angiospermes
dicotylédones). Le bois des Gymnospermes est dit homoxylé parce qu’il ne contient que des
trachéides qui assurent a la fois le soutien mécanique et la conduction de la séve. Le bois des
Angiospermes lui, est dit hétéroxylé et contient plusieurs éléments verticaux : les fibres (et/ou
fibres-trachéides, trachéide) pour le soutien et, les vaisseaux et parenchyme qui assurent la
conduction. Mais pour les spécialistes du "matériau bois", les bois se distinguent selon leurs
propriétés physiques, mécaniques et chimiques mais aussi par bon nombre de propriétés
particulieres (durabilité naturelle, veinage, couleur, etc.) qui amenent le spécialiste a choisir les
bois en fonction de leur utilisation. C’est un matériau qui présente des caractéristiques assez
singulieres. Il est anisotrope, a la fois hétérogéne, en raison d’une part des cellules qui le
composent qui sont de nature et de formes différentes et d’autre part de ses propriétés physiques,
mécaniques et chimiques qui varient horizontalement et verticalement pour une essence donnée
voire pour un arbre. Il est hygroscopique, susceptible de perdre ou de prendre de I’humidité en
fonction de du milieu. Sa composition chimique, ses propriétés physiques et mécaniques varient
avec I’espece, a I’intérieur d’une méme espéce, en fonction de 1’origine géographique et de la
position dans 1’arbre ( ). C’est un matériau biodégradable constitué¢ de
carbone, hydrogéne, oxygene et azote ( ). On divise le bois en deux grandes
catégories : celui des gymnospermes, communément appelés coniféres et les angiospermes
correspondant aux feuillus. Ces deux grandes familles renferment chacune des milliers
d’especes différentes. Les bois est majoritairement constitué de trois polymeres : la cellulose,
les hémicelluloses et la lignine. Il renferme également des substances organiques de faible poids
moléculaire appelées substances extractibles ou métabolites secondaires et aussi des substances
inorganiques correspondant aux cendres obtenus apreés combustion du bois (

). La proportion relative de ces constituants varie d’une essence a une autre, mais aussi a

I’intérieur d’'une méme essence. Ils ne sont pas répartis uniformément dans le bois et leurs taux
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varient en fonction de la partie de I’arbre ¢étudiée. Les essences tropicales contiennent
sensiblement 85 a 90% des trois polymeres a cause de la présence de taux ¢levés des substances
extractibles alors que les essences tempérées contiennent environs 90 a 97% de ces polymeéres
(Mounguengui, 2008). En général le taux de cellulose varie de 40 a 45% chez les feuillus et
résineux ; celui des hémicelluloses de 25 a 30% chez les résineux et de 30 a 35% chez les
feuillus ; le taux de lignine varie de 25 a 30% chez les résineux et de 15 a 25% chez les feuillus.
Les substances extractibles représentent environ 2 a 5% de la composition des bois de résineux,
3 a 8% des bois des feuillus de zones tempérées et jusqu’a 18 a 22% des bois tropicaux (Huang
et al, 2009). Ces substances extractibles sont constituées de cires, de graisses, de terpenes et
terpénoides, d’acides gras, de monosaccharides et de composés phénoliques se divisant en
plusieurs catégories : les phénols simples, les lignanes, les flavonoides et les tanins. La maticre
minérale, quant a elle, dépasse rarement 1% chez les essences de zones tempérées et peut
atteindre des taux allant jusqu’a 2% chez les bois tropicaux (Fengel et Wegener, 1984 cités par
Mounguengui, 2008). La structure anatomique du bois peut étre plus ou moins complexe selon
son origine (zone tempérée ou tropicale) et sa nature (feuillus ou résineux). Il peut étre identifi¢
et classé selon ses criteéres anatomiques. Le bois des résineux présente une structure anatomique
moins complexe que celle des feuillus. L’examen de la coupe d’un tronc d’arbre montre le bois
sous différentes section transversale, longitudinale et radiale. La section transversale montre de
I’intérieur vers I’extérieur la moelle (Pith), le bois de cceur ou duramen (Heartwood), 1’aubier
(Sapwood), le cambium vasculaire (Vascular cambium) et 1’écorce (Bark) (Figure 1). La section
radiale fournit des informations sur les modifications longitudinales de la tige de la moelle a
I’écorce le long du systéme radiale. Tandis que la section tangentielle fournit des informations
sur la dimension tangentielle des entités (Rowell R, 2012). Chez certaines espéces, I’aubier et
le duramen qui constituent le bois sont difficilement différentiables. C’est également le cas de

certains bois tropicaux.
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Figure 1: Schéma de coupe transversale d’un tronc d’arbre. Copyright University of
Cambridge, DolITPoMS 2019.
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1.2. Composition chimique du bois

La composition chimique du bois est complexe et présente une grande hétérogénéité. Le bois
est essentiellement constitué de matériaux moléculaire et macromoléculaire : cellulose,

hémicelluloses et lignine.
1.2.1. La cellulose

La cellulose est un homopolymeére constitué d’unités D-glucopyranose liées entre elles par des
liaisons B-(1—4)-glycosidiques de masse moléculaire ¢élevée a chaine lin€aire. L’unité
cellobiose est 'unité répétitive de la cellulose (Figure 2a). La taille de la chaine est
généralement caractérisée par le degré de polymérisation (DP), qui correspond au poids
moléculaire de la chaine de cellulose divisé par le poids moléculaire d’une unité de glucose. La
cellulose dans le bois posséde un degré de polymérisation moyen DP d’environ 10 000 unités

(Hill C, 2006).

K Cellobiose (1nm) \‘
-

a) _ Intra-molecular_
H bond

b) Crystalline regions 100 nm
-
no L i o,

OoH ]

- -

1: |

|

—— Hh

Ry | o

o
\-————————————————————————————’

Figure 2: Structure chimique de la cellulose (a) et configuration hypothétique des régions
cristallines et amorphes dans les nanofibrilles de cellulose (b). (Tayeb et al, 2018, corrigé et
modifié).

Outre leurs molécules orientées de maniére aléatoire, les molécules de cellulose ont tendance a
former des liaisons hydrogéne intra et intermoléculaires et a s’agréger en microfibrilles. Ces
microfibrilles contiennent une région cristalline hautement ordonnée (Figure 2b), qui peut

atteindre 65% de la teneur de la cellulose. La partie restante de la cellulose, correspond a la

cellulose amorphe.



Chapitre I Revue bibliographique
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Figure 3: Structure cristalline de la cellulose I avec projection axiale.

Selon le test de diffraction des rayons X, la cellulose cristalline présente une symétrie de groupe
d’espace ou a =16, 34 Aetb=15 72 A (Figure 3). Une unité répétitive (c’est-a-dire une unité
de cellobiose) a une distance de ¢ = 10,38 A (Figure 4). La cellule unitaire est constituée de huit
fractions de cellobiose. Une faible force de Van der Waals est en interaction entre les couches
de chaines moléculaires. Les chaines paralleles d’unités d’anhydroglucopyranose des couches
sont maintenues ensemble par des liaisons hydrogeéne intermoléculaires. Des liaisons hydrogene
assurent la linéarit¢ du systéme intramoléculaire entre les atomes de résidus de glucose

adjacents qui sont également liés (Figure 4) (Rowell R, 2012).

e e e e
b

N ————————————— -

RS
S

Figure 4: Structure cristalline de la cellulose I avec les liaisons hydrogene entre les chaines
de cellulose en projection plane.

Du fait de sa nature cristalline ou amorphe, la cellulose du bois présente des différences

d’accessibilité a I’eau, aux microorganismes, etc. Les surfaces de la cellulose cristalline sont
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accessibles, tandis que le reste de la cellulose cristalline n’est pas accessible. La lignine et les
hémicelluloses incrustées autour de la cellulose diminuent son accessibilité. La cellulose est le
polymeére le plus abondant sur terre. C’est le principal composé de la plupart des plantes
lignocellulosiques. Elle constitue la paroi cellulaire de nombreux végétaux avec une teneur
pouvant varier de 17 a 99%. Le tableau 1 rapporte le taux de cellulose des parois de différents

végétaux.

Tableau 1:Teneur en cellulose des parois de différents végétaux (

)
Végétal Taux de cellulose (%)
Bois 40 - 45
Coton 95-99
Lin 70 -75
Bambou 46 - 58
Mais 17 -20

1.2.2. Les hémicelluloses

En général apres la cellulose, les hémicelluloses constituent la seconde source la plus abondante
de polysaccharides sur terre. Par rapport a la cellulose, ce sont des hétéropolysaccharides de
faible masse molaire. Le degré de polymérisation moyen des hémicelluloses est compris entre
100 et 200 ( ). Elles présentent une grande variété de structure et certaines peuvent
occasionnellement présenter des unités cristallines. Contrairement a la cellulose, certains
groupements hydroxyles des hémicelluloses sont naturellement acétylés et des groupements
carboxyles sont aussi associ€s a cette structure. La chaine principale des hémicelluloses présente
de courtes ramifications d’unités glycosidiques. Les hémicelluloses sont constituées de pentoses
(B-D-xylose, a-L-arabinose) d’hexoses (-D-mannose, B-D-glucose, a-D-galactose), et d’acides
uronique (acide p-D-glucoronique, acide a-D-4-O-méthylglucuronique et acide ao-D-
galacturonique) (Figure 5). Des sucres comme [’o-L-rhamnose et I’a-L-fucose peuvent

¢galement étre présents dans les hémicelluloses ( ).
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(a-L-Araf)

Figure 5: Unités structurelles des hémicelluloses (Pereira, 2007).

Les hémicelluloses sont des agents de couplage entre la cellulose polaire et la lignine beaucoup
moins polaire (Koshijima et al, 1984 ; Hill C, 2006). Il faut noter que les hémicelluloses des
feuillus sont différentes de celles des résineux. Dans le bois des feuillus, on retrouve
principalement deux types d’hémicelluloses les xylanes et les mannanes, avec une proportion de
xylanes (15 a 30%) et cinq a dix fois plus importante que celle des mannanes (2 a 5%) (Figure

6a).

(i} Xylan

(i) Glucomannan

b) 1 OH

(s ]
HO

R=CH;COorH

Figure 6: Structure partielle des xylanes du bois des feuillus (a) et des mannanes du bois des
résineux (b).
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Pour le bois des résineux, on retrouve également les xylanes et les mannanes, mais leurs
proportions sont différentes par rapport aux bois de feuillus. Ce sont les mannanes (20 a 25%)
qui dominent les xylanes (5 a 10%) dans le bois des résineux (Figure 6b). Il faut noter que nous
utilisons le pluriel a propos des hémicelluloses du bois parce que les proportions des sucres qui

les constituent varient d’une essence a 1’autre.

1.2.3. La lignine

La lignine est un polymere amorphe et complexe de poids moléculaire élevé constitué d unités
phénylpropane. C’est le polymére phénolique le plus important dans le bois apres la cellulose.
C’est un polymeére tridimensionnel formé a partir d’un mécanisme de polymérisation radicalaire
( ). Elle est synthétisée au niveau de la paroi cellulaire par polymérisation oxydative
de trois unités monomériques p-coumarylique, coniférylique et sinapylique (Figure 7). Dans le
bois, elle joue un role déterminant sur les propriétés mécaniques et sur sa résistance face aux
champignons ( ). Chez les résineux, la lignine est riche en alcool coniférylique
(80%) (a: 14% et c: 6%) alors que dans les feuillus, elle comporte autant d’unité alcool
coniférylique (47%) que d’unités alcool sinapylique (47%) et une proportion négligeable
d’alcool coumarylique (6%). Les unités résultant des alcools coniférylique sont appelées
guaiacyle (G) et celles issus des alcools sinapylique sont appelées syringyl (S). La lignine des

résineux est de type S, celles des feuillus est de type S/G.

HHZOH CHzOH CHa0H
CH
A b) <H ¢ §H
H CH CH
\r’ . "OCHy; CH,0 ~ Toch
o, JOH . OH
Alcools :  p-coumarylique coniferylique sinapylique
{monolignols)
| Lignine | Iﬂ;nina ]
|
SR S
| | D
ke "“%T OCH; €H:0™ T TOCH;
(o] o) (]
[Cignine ) " (Lignine
Unités : p-hydroxyphényle guaiacyle syringyle

Figure 7: Monomeéres intervenant dans la structure de la lignine.
La lignine posseéde une structure macromoléculaire complexe, hétérogéne et sans réels motifs
répétitifs (Figure 8).Elle est insoluble dans les solvants usuels et trés faiblement dans certains

solvants tels que le n-butanol, 1’éthanol, le dioxane et les solutions alcalines.
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Figure 8: Structure chimique représentative de la lignine (Adler, 1977).

1.2.4. Les extractibles dans le bois

Les composés de faible poids moléculaire que I’on trouve dans la structure poreuse du bois sont
nomme¢s extractibles. Ce nom “extractibles” leur a été attribué parce qu’ils sont solubles dans
les solvants organiques usuels (hexane, dichlorométhane, acétone, toluéne/éthanol,
méthanol...) ou dans I’eau et peuvent par conséquent étre extraits du bois. Ce sont des
substances non structurales du bois. Les extractibles sont en majorité formés de métabolites
secondaires, c’est-a-dire des composés non indispensables a la croissance de 1’arbre. Leur
composition et leur quantité varient en fonction de 1’essence, de la partie de 1’arbre étudiée, de
I’age, et du site géographique, de la saison de récolte et du temps d’entreposage. Ils peuvent
étre lipophiles ou hydrophiles. Dans le bois, ils sont responsables de plusieurs propriétés comme
I’odeur, la couleur, les propriétés acoustiques, la durabilit¢ naturelle qui est la résistance aux
attaques des agents de dégradation biologique (Haluk et al, 1994; Fengel et Wagner, 1984). Ils
influencent certains procédés de transformation comme le collage, finition et la mise en pate
(Gierlinger et al, 2004 ; Krutul, 1992 ; Aloui et al, 2004). D’apres Fengel et Wagner, 1984, en
zone tempérée la teneur en extractibles du bois des feuillus est trés souvent inférieure a celui
des résineux. Les bois tropicaux quant a eux sont beaucoup plus riches en extractibles que les

bois des zones tempérées. C’est le cas du Teck (Tectona grandis) ou la teneur totale en
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extractibles représente environ 13% de la masse seche de bois (Bhat et al, 2005 ; Thulasidas et
Bhat 2007). Pour extraire ces substances, il existe plusieurs méthodes comme la macération, la
distillation a la vapeur, I’extraction a chaud avec un Soxhlet ou a I’aide d’un Dionex qui est un
systeme d’extraction accéléré par solvant sous pression. Les extractibles correspondent a des
milliers de composés appartenant a des familles chimiques trés diverses. On peut les diviser en
trois grandes catégories en fonctions de leur structure chimique. Les cires et graisses, les
composés terpénoides et les composés phénoliques. Mais ici nous étudierons plus en détail les
deux dernieres catégories d’extractibles cité pour deux raisons : d’abord parce qu’ils sont les
plus abondants rencontré dans la plupart des essences étudiées dans la littérature mais surtout
parce que certains extractibles de ces deux catégories peuvent faire 1’objet de valorisation

intéressante dans les domaines de 1’industrie pharmaceutique et nutraceutique.
1.2.4.1. Les composés terpéniques

Les terpénes et les terpénoides sont largement présents chez toutes les plantes. Les sources les
plus abondantes de composés terpéniques dans la nature sont les coniféres. C’est le groupe le
plus vaste avec plus de 22000 composés identifiés (Raven et al, 2000). Leur réle dans la défense
contre les microorganismes et les herbivores et leur importance pour la résistance générale aux
maladies sont bien connus. Leur mobilisation a la suite d’une attaque de prédateurs ou parasites
est a la base des interactions écologiques des arbres. On considére les terpénes comme les
produits résultant de la condensation d’unités en Cs d’isopréne (Figure 9). Ce sont donc des

oligomeéres de I’isopréne, alors que les terpénoides sont des oligomeres fonctionnalisés.

o LO0H 2 4 JOH 4, LO-P
“Z B -}TP 2 ADP “~Z ] h\‘TP ADP L
|' 4 L J l N S I '\_41
s ‘O.H (1a.b) 0:H (2 i P p‘,_\
HO PP-O PP-O O 0 )
MVA
-Co, l |
(1a) mévalonate kinase I
(1b) phosphomévalonate kinase PP-O~
(2) mévalonate-3-diphosphate décarboxylase j |
PP: pyrophosphate
P: phosphate [

Figure 9: Biosynthese de 1’unité en Cs des composés terpéniques.
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En fonction du nombre d’unités isopreénes, on classe les terpénes en mono, sesqui, di ou
triterpénes constitués respectivement de deux, trois, quatre ou six unités isoprenes. Il existe
¢galement des polyterpeénes qui se présentent soit sous forme de longues chaines acycliques de
type polyisopréne de masse molaire ¢élevée (caoutchouc, gutta-percha ou chicle). Les
terpénoides différent des terpenes au niveau des groupements fonctionnels oxygénés tels que
alcool, éther ou acide carboxylique qu’ils possédent. On rencontre beaucoup plus les
monoterpenes, sesquiterpénes, diterpénes et les acides terpéniques chez les résineux
(Kleinhentz etal, 1999 ; Claassen et al, 2000 ; Arrabal et al, 2002) contrairement aux triterpenes
que I’on rencontre plutot chez les feuillus (Raven etal, 2000 ; Fernandez et al, 2002 ; Krasutsky,

20006) (Figure 10).
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Figure 10: Terpenes et terpénoides isolés des bois de résineux et de feuillus.

Bon nombre de terpénes ont été¢ identifiés pour posséder des propriétés bénéfiques pour
I’Homme. C’est notamment le cas de certains constituants lipophiles du bois de bouleau jaune
et blanc (Lavoie et Stevanovic, 2006) comme 1’acide bétulonique et squaléne dotés de
propriétés anticancéreuses intéressantes. Ces composé€s possedent également des propriétés
anti-inflammatoires, antitumorales, anti-HIV rendant leur extraction intéressante (Krasusky,
2006). Le pactitaxel, plus connu sous le nom commercial Taxol, a été isolé¢ pour la premicre
fois de I’écorce de I’If du Pacifique (Taxus brevifolia) et son efficacité dans le traitement du
cancer du sein , des ovaires et celui de la prostate n’est plus a démontrer (Hezari et al, 1995).

L’essence de térébenthine et a la colophane obtenues a partir de la distillation de la résine du
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pin maritime principalement constitués de monoterpenes et d’acides terpéniques (

) trouvent de nombreuses applications dans différents domaines.
La colophane est utilisée en cosmétique ou dans les mélanges adhésifs et I’essence de
térébenthine posséde des propriétés antiseptiques et peut étre utilisée comme solvant ou
décapant. Plusieurs travaux sur Prunus africana ont montré que ce dernier possede des
composés terpéniques tels que 1’acide ursolique, 1’acide oléanique, la B-sitosténone et le -
sitostérol qui inhibent 1’activité de la glucosyl-transférase impliquée dans le processus
d’inflammation lors du cancer de la prostate. (

). Les triterpénes identifiés et isolés de diverses plantes ont
montré que ces derniers possédent des propriétés trés variées comme les propriétés
antiseptiques, analgésiques, anticanceuses, antivirales et anti-inflamatoires ( ). Ces
composés n’ont malheureusement pas que des effets bénéfiques pour I’homme, certains d’entre
eux étant toxiques. C’est le cas de certains diterpénoides isolés de Tetraclinis articulata qui
modifient le fonctionnement des leucocytes humains a partir d’une certaine concentration. C’est
¢galement le cas des huiles essentielles de Melaleuca alternifolia qui sont a I’origine d’une

importante toxicité, d’allergies et irritations.

1.2.4.2. Les composés phénoliques

Les composés phénoliques du bois sont tres variés ( ). Ils
contiennent des phénols de structure simple, de squelette Cs, Cs-C1 et C6-C2 ou Cs-C3 (c’est-a-
dire noyau benzénique et une chaine de deux ou trois carbones). Ces composés phénoliques
ayant un squelette phénylpropane sont intimement liée a la biosynthése des lignines. Les
composés phénoliques font partie des composés les plus étudiés parmi les métabolites
secondaires, mais beaucoup d’entre eux ont des propriétés encore mal connues (

). Selon leur squelette de base, on distingue plusieurs familles de composés phénoliques
naturels : les phénols simples, les flavonoides, les quinones, les stilbénes, les lignanes, les

tanins....

1.2.4.2.1. Les phénols simples

Chez les plantes supérieures, les composés phénoliques simples ont un squelette Cs, Cs-C1 , Cs-
C2 ou Cs-Cs. Ils dérivent tous de la voie biosynthétique des unités phénylpropanes a I’origine
des différents précurseurs de la lignine et sont obtenus par dégradation du squelette Cs-Cs
initialement formé. Les phénols simples les plus connus sont ’acide gallique que 1’on retrouve
chez toutes les plantes ligneuses, soit sous forme d’ester de 1’acide quinique ou sous forme de

tannins hydrolysable. L’acide salicylique (acide 2-hydroxybenzoique) a été pour ce qui le
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concerne isolé du saule. Ces composés phénoliques peuvent exister a 1’état libre ou rattachés a

des sucres (Figure 11).
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Figure 11: Composés phénoliques simples isolés des bois des résineux et des feuillus.

Ces composés sont incolores et trés sensibles a 1’oxydation. Cette oxydation est facilitée en
milieu alcalin. Exposés a 1’air, ces derniers deviennent brun foncé. La plupart des glycosides
de phénols simples sont solubles dans I’eau contrairement a leurs aglycones. En tant que
composés aromatiques, ces derniers absorbent fortement en UV. De plus leurs noyaux
benzéniques réagissent avec de nombreux réactifs chromogénes, ce qui permet leur

visualisation en microscopie.

1.2.4.2.2. Les flavonoides

Les flavonoides sont des antioxydants puissants. Ces derniers font partie des composés les plus
¢tudiés des métabolites secondaires. C’est le groupe le plus important des composés
phénoliques présents chez les végétaux (Raven et al, 2000). Ils ont pour structure général Cs-
Cs3-Ce, et se divisent en plusieurs familles avec chacune un squelette de base bien particulier.
Dans chaque famille, il existe des variations de structure portant principalement sur le degré
d’hydroxylation, de glycosylation de chaque cycle et méthoxylation. Ces variations de structure
sont a I’origine des propriétés physico-chimiques, des propriétés biologiques, attribuées a ces
composés (Ohmura et al, 2000 ; Macheix et al, 2005 ; Hooper et Cassidy, 2006). Ces composés
agissent par différents mécanismes de capture des radicaux libres et par chélation des ions

métalliques. Par exemple, I’inhibition par la quercétine de 1’action catalytique du cuivre dans
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I’oxydation du lard est attribuée, au moins partiellement, a ses propriétés complexantes. La
quercétine a montré le plus grand pouvoir de complexation de tous les flavonoides étudiés dans
les années 1970 (Thompson et al, 1976 ; Takamura et Ito, 1977). Les différentes familles de
flavonoides sont les flavanes, les flavanones, les flavones, les isoflavones, les chalcones, et les

aurones (Figure 12).
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Figure 12: Différentes familles de flavonoides rencontrées dans le bois.
Plusieurs chercheurs ont montré que ces derniers étaient a I’origine de la durabilité naturelle de
certains bois. C’est par exemple le cas de la dihydromorine et de I’aromadendrine présents dans
les extractibles de 1’Acacia (Schultz et al, 1995). Dans les travaux de (Sirmah et al, 2009), la
durabilité naturelle du Prosopis juliflora est die a la présence du — (-) mesquitol. Ces différents

compos¢€s sont présentés dans la figure 13.
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Figure 13: Structure, Dihydromorine, Aromadendrine, (-)-Mesquitol.
Les flavonoides comme le 3,4,7,8-tetrahydroxyflavanone et le 4,7,8-trihydroxyflavanone
présentent des propriétés antifongiques, antibactériennes et anti-termites. Les Pterocarpanes

sont des flavonoides présentant une bonne activité anti-appétante. C’est le cas de la naringenine
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qui est réputée dans la littérature pour ses activités antivirales, antitumorales, anti-
inflammatoires, anti-allergiques, antibactériennes, anticancérigénes et vasculo-protectrices

(Arima et al, 2002). Ces différents composés sont présentés dans la figure 14.
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Figure 14: Structure de la 3,4,7,8-tetrahydroxyflavanone, 4,7,8-trihydroxyflavanone,
naringenine.

En dehors d’étre a I'origine de la durabilité¢ naturelle chez certaines essences et d’étre
responsables des nombreuses activités citées plus haut, les flavonoides sont également
responsables de la coloration des bois. C’est le cas chez Pterocarpus santalin, Pterocarpus
indicus, ou Pterocarpus soyauxii. La couleur rouge ou jaune de ces bois est dlie a la présence
des flavonoides appartement a la famille des santalines (kinjo et al, 1995 ; Surowiec et al, 2004).
Les santalines A et B sont a I’origine de la couleur rouge alors que les santalines Y et AC sont
responsables de la couleur jaune (Kinjo et al, 1995 ; Dweck 2002) (Figure 15). Ces différents
composés sont habituellement tres utilisés comme colorant dans I’industrie textile. Ils sont
¢galement utilisés en cosmétique ou ils empéchent 1’oxydation des cellules et la libération des
radicaux libres responsables de ’altération des cellules causant ainsi le vieillissement de ces

derniéres.

19



Chapitre I Revue bibliographique

,’z’ -------------------------------------------------------------------- ~\\\
{ OH \
: “O\%k OH 1
1 1
I 0 = — ]
i ‘/ | O\‘[// HO-N/‘\/O\,i i
I , OCH,4 1
! p | !
! H,CO OCH; HCO™ Y “ocH; |
i Santaline A : R=H _ OH i
\  Santaline B:R=CH3 Santaline AC Santaline Y /

\\\ ’,/'

Figure 15: Structures des santalines A, B, Y et AC.
1.2.4.2.3. Les stilbénes

Les stilbénes sont synthétisés par 1’addition d’une a trois molécules de malonyl-CoA aux acides
cinnamiques qui dérivent de la voie de biosynthése des phénylpropanes. Ils possédent une
structure 1,2-diphényléthéne et sont constitués d’un squelette Cs-C2-Cs. Les stilbenes possedent
deux cycles benzéniques reliés par deux carbones eux méme unis par une double liaison. Pour

le 1,2-diphényléthéne, il existe deux isomeres : le cis-stilbéne et le trans-stilbeéne (Figure 16).

Q&

Cis-stilbéne Trans-stilbéne
Figure 16: Isoméres du 1,2-diphényléthene.

Dans I’arbre, la proportion des stilbénes varie en fonction de la partie étudiée et la toxicité en
fonction de leurs structures, et des souches bactériennes ou fongiques étudiées (Venalainen et
al, 2004 ; lLee et al, 2005). Le 24,35 -tétrahydroxystilbéene et le 2,4,5,3°,5-
pentahydroxystilbéne sont responsables de la durabilité des bois contre les champignons
lignivores (Schultz et al, 1995). La pinosylvine, le resvératrol et bien d’autres stilbénes
présentent différentes fonctions : ils jouent le role de piégeurs de radicaux libres, de biocides et

chélateurs de métaux (Sirmah, 2009).
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Figure 17: Structures de stilbénes ayant des propriétés intéressantes.

Ils ont un role de fongicide et de protection contre les insectes. Différentes espéces de
Combretum, riches en stilbénes, sont résistantes aux termites. Les stilbénes sont importants pour
la résistance aux champignons de pourriture de bois et des recherches portant sur I’induction de
la biosynthese des stilbénes par irradiation de jeunes plants ont été réalisées pour conférer au
bois une meilleure résistance a la biodégradation (Norin, 1981). Ils influencent fortement les
propriétés technologiques du bois. Les stilbénes comme la pinosylvine et ses formes mono ou
diméthylées, isolés a partir de Picea glauca, Pinus resinosa ou Pinus banksianat inhibent
fortement la croissance des pourritures blanches telles que Phanerochaete chrysosporiun, et
Trametes versicolor, avec un effet d’inhibition moins important sur les champignons de
pourritures brunes comme Poria placenta , Gloeophyllum trabeum et Neolentinus lepideus
(Célimene et al, 1999). Les stilbénes sont également trés utilisés en pharmacologie a 1’image
du resvératrol qui possede des propriétés cardioprotectrices et anticancéreuses importantes

(Han et L1, 2004 ; Wang et al, 2006).

1.2.4.2.4. Les quinones

Les quinones sont présentes chez de nombreux végétaux. Il existe plusieurs types de quinones
(benzoquinones, naphthoquinones et anthraquinones). Le bois de Teck (Tectona grandis)
contient environ 0,3% de 2-méthylanthraquinone (tectonique) qui est un répulsif vis-a-vis des
termites et contribue ainsi a la durabilité naturelle du bois de Teck ainsi que plusieurs autres
quinones telle que la naphtoquinone (Leyva et al, 1998 ; Thévenon et al, 2001). La figure 18
ci-dessous présente la structure des différents types de quinones rencontrées dans le bois du

teck.
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Figure 18: Structures des quinones rencontrées dans le bois de Teck.

Le 2-méthylanthraquinone isol¢ du duramen du bois du Teck , le catalponol et la catalponone
isolés du duramen de Catalpa bignonioides possedent des activités anti-termites (Kokutse et al,
2006 ; Castillo and Rossini, 2010). Dans la durabilité naturelle du bois du Teck, la 4°, 5°-
dihydroxyepiisocatalponol joue un réle important contre I’attaque des champignons. Niamlkeé et
al, 2012 ont montré que ce composé était un fongicide capable d’inhiber la croissance de
Trametes versicolor. La 7-méthyljuglone et ses dérivés isolés du duramen de Diospyros
virginiana L. possedent également des activités anti-termites. La figure 19 ci-dessous présente

la structure de quelques composés quinoliques a I’origine de la durabilité naturelle de certains

bois .
0 | 0 0 0
| Vi S
: l
OH o) 0 OH O
Catalponol Tectoquinone Catalponone 7-Méthyljuglone

Figure 19: Structure de composés quinoliques isolés, et responsables de la durabilité naturelle
de certains bois

1.2.4.2.4. Les lignanes

Les lignanes sont des diméres d’unités phénylpropane, dont la biosynthése est controlée

enzymatiquement conduisant a des liaisons - entre les carbones des chaines propane. Si les
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unités phénylpropane sont liées autrement que par des liaisons B-f, il s’agit de néolignanes
(Massanet et al, 1989). Les lignanes sont également considéré comme des intermédiaires dans
la biosynthése de la lignine. La polymérisation se fait alors de maniére aléatoire par voie
radicalaire. On extrait facilement les lignanes du bois avec du méthanol. Les lignanes suscitent
beaucoup d’intérét en tant que molécules bioactives ayant des propriétés antioxydantes et
antitumorales (Ward, 1997 ; Umezawa, 2001). Différentes structures de lignanes extraits des

résineux et feuillus sont présentées dans la figure 20.
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Figure 20: Structures de lignanes extraits du bois de résineux et de feuillus.

Les lignanes sont abondants au niveau des nceuds et ont été trés €tudiés. Ils possédent des
propriétés phytoestrogénes conduisant a des applications dans les domaines de la pharmacie et
agroalimentaire (Murkies 1998 ; Hooper et cassidy 2006). Comme la plupart des composés
phénoliques, les lignanes possedent des propriétés antioxydantes (Lce et al, 2005) et méme

antifongiques (Kawamura et al, 2004).

1.2.4.2.4. Les tannins

Les tannins (ou tanins) sont définis comme des composés phénoliques solubles dans 1’eau, dont
la masse molaire se situe entre 500 et 3000 Daltons. Ils possédent les propriétés générales des
phénols, et sont capables de précipiter la gélatine et les autres protéines. En présence du chlorure
de Fer, les tannins précipitent et donnent une coloration verte ou bleue. La plupart des végétaux
contiennent des tannins. Dans le bois, on distingue en général deux types de tannins : les tannins
hydrolysables, qui sont des esters d’acides galliques, ellagiques ou de leurs dérivés et de sucres,

et les tannins condensés ou proanthocyanidines qui sont des oligomeéres de flavonoides.

¢ Les tannins hydrolysables: ce sont des esters d’acide gallique et de ses dimeéres (acides
ellagique et digallique) et de sucres principalement le glucose. On classe les tannins
hydrolysables en deux catégories : les gallotannins et les ellagitannins qui s hydrolysent

facilement. Les gallotannins par hydrolyse libérent 1’acide gallique et ses dérivés
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galloylés et les ellagitannins qui libérent par hydrolyse de I’acide gallique et ellagique.
Les tannins hydrolysables sont trés abondants chez certaines essences comme le chéne,

le chataignier etc . La figure 21 présente quelques structures de tannins hydrolysables.
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Figure 21: Structures de quelques tannins hydrolysables.

¢ Les tannins condensés: ce sont des oligomeres hétérogénes de flavonoides (flavan-3-
ols et flavan-3,4-diols) €galement appelés proanthocyanidines. Ils sont résistants a
I’hydrolyse contrairement aux tannins hydrolysables. Ils possédent avec les tannins
hydrolysables des propriétés communes comme la précipitation des protéines en
solution aqueuse et une astringence caractéristique. Les tannins condensés sont
abondants dans 1’écorce et le duramen. Les tannins condensés peuvent €tre utilisés pour
la production d’adhésifs biosourcés pour les contreplaqués et les panneaux de particules.
Thévenon et al, 2001 ont proposé des formulations a base de tannins pour protéger le
bois. Avec leur bonne capacité de piéger les radicaux libres, ces composés sont de tres
bons antioxydants. Dans I’arbre, ils assurent généralement un réle de protection contre

les agents pathogeénes du fait de leurs propriétés antifongiques contre les champignons.
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La toxicité de ces composés contre les microorganismes est un fait €tabli, trouvant ainsi
plusieurs applications dans les domaines comme la pathologie végétale, les sciences du
bois ou la pharmacologie. La figure 22 présente quelques structures de tannins

condensés.
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Figure 22: Structures de tannins condensés.

1.2.4.2.5. Les substances minérales

Le bois contient des constituants inorganiques tels que le calcium, le potassium, le magnésium
en tres faible quantité ainsi que d’autres ¢éléments comme le manganése, le sodium et le
phosphore a 1’état de trace. Ces éléments se retrouvent dans les cendres suite a la combustion
du bois. Ils sont absorbés par le systeme racinaire des arbres et transportés dans les tissus de
I’arbre. La concentration de ces ¢léments dans les cendres varie en fonction de I’espéce €tudice

et des conditions environnementales, notamment du sol.

1.3. Durabilité naturelle

1.3.1. Notion de la durabilité naturelle

Le bois est susceptible d’étre attaqué par différents agents de dégradation. On distingue les
attaques dues aux champignons lignivores qui nécessitent un taux d’humidité relativement
¢leveé pour se développer et celles dues aux insectes. Ces agents de dégradation sont a 1’origine

de problémes importants pour la construction bois lorsque les essences utilisées ne sont pas

suffisamment durables. La durabilité naturelle du bois est définie comme étant la capacité de
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ce dernier a résister a 1’attaque des agents de dégradation sans aucun traitement de préservation
(NF X 40 002, 1983). La préservation du bois est connue depuis de nombreuses années. Dans
la Bible, il est rapporté 1’'usage d’essences naturellement durables. Le livre des Rois indique le
choix des essences durables utilisées pour la construction du Temple et du palais royal par le
Roi Salomon. Selon , le ceédre du Liban (Cedrus libani) a été utilisé
dans les constructions anciennes. L.’azobé (Lophira alata) a longtemps servi comme traverses

pour les rails de chemin de fer. L’utilisation empirique de certaines essences naturellement

durables a énormément contribué a I’histoire de I’Homme.

1.3.2. Evaluation de la durabilité naturelle vis-a-vis des champignons lignivores.

Pour évaluer la durabilité naturelle du bois, des essais de champ ou le bois est directement au
contact du sol peuvent étre réalisés. Cette méthode a pour avantage de restituer les actions et
interactions dont le bois peut faire I’objet dans son environnement naturel. En revanche avec
cette méthode, les essais sont tres longs et I’obtention des résultats ne peut intervenir qu’au bout
de plusieurs années. ( ). Afin de pallier ces difficultés, des essais adaptés en
laboratoire basés sur la quantification de la perte de masse d’éprouvettes exposées a différents
champignons lignivores ont été proposés dans la norme européenne EN 113 de 1994.
L’obtention des résultats intervient assez rapidement (seize semaines dans les conditions réelles
de la norme européenne EN 113 et dix a douze semaines pour des essais screening rapide
adaptés de cette norme). Entre ces deux méthodes et I’ensemble des classes de durabilité que
propose le comité Européen de Normalisation, il n’existe pas de différence significative (

). Le Tableau 2 présente les différentes classes de durabilité naturelle décrite
par la norme Européenne EN 350-1, 1994 en fonction des pertes de masse.

Tableau 2: Classes de durabilité naturelle du bois vis-a-vis des champignons lignivores en
fonction des pertes de masse moyenne et relative (norme EN 350-1,1994).

Classes de durabilité Pertes de Masse Perte de masse

Descriptif
naturelle (%) relative (x)
1 Treés durable PM<5 x<0,15
2 Durable 5<PM<10 0,15<x<0,30
Moyennement
3 10 <PM <15 0,30<x <0,60
durable
4 Peu durable 15<PM <30 0,60<x<0,90
5 Non durable PM > 30 x>0,90
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La durabilité naturelle d'une essence est estimée par la perte de masse des éprouvettes apres
exposition aux champignons calculée a partir de la formule :

mg,-my

Perte de Masse = x 100 1

m,

Et mo est la masse anhydre de I’échantillon séché a 103°C a 1’étuve, et m1 la masse de
I’échantillon séché a 103°C a 1’étuve apreés exposition et attaques des champignons. La classe
de durabilité est déterminée en mesurant le rapport (x) correspondant a la moyenne des pertes
de masses relative des éprouvettes des différentes essences étudiées sur la moyenne des pertes
de masses des éprouvettes de hétre utilisées comme témoin de virulence pour les feuillues ou
sur la moyenne des pertes de masses des éprouvettes d’aubier de pin sylvestre utilisées comme
témoin de virulence pour les résineuses. En fonction de la valeur de x, le bois est class¢ selon
différents niveaux de durabilité :

- Trés Durable si x < 0,15

- Durable si 0,15 <x < 0,30

- Moyennement Durable si 0,30 <x < 0,60

- Faiblement Durable si 0,60 <x < 0,90

- Non Durable si 0,90 < x

1.3.3. Evaluation de la durabilité naturelle vis-a-vis des termites.

Comme avec les champignons lignivores, des essais de champs peuvent également étre réalisés
avec des termites pour évaluer la durabilité naturelle du bois. Les avantages et les inconvénients
de ces essais ont été énumérés plus haut. Des essais adaptés en laboratoires basés sur la
quantification de la perte de masse des éprouvettes exposées aux termites selon un protocole
d’essais clairement défini ont été proposés dans la norme européenne EN 117 de 2005 peut étre
réalisés. L’obtention des résultats intervient encore plus rapidement qu’avec les champignons
lignivores ( huit semaines dans les conditions réelles de la norme européenne EN 117 et deux
a quatre semaines pour des essais screening rapides adaptés de cette norme). A I’issu des essais,
une cotation visuelle de 1’attaque engendrée par les termites est également effectuée selon les

critéres définis par la norme EN 117 et expliciter comme suit :

- Cotation 0 Aucune attaque

- Cotation 1 Tentative d’attaque

- Cotation 2 Attaque légere

- Cotation 3 Attaque moyenne

- Cotation 4 Attaque forte a destruction totale
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La perte de masse est définie par la méme €équation (1) que celle utilisée avec les champignons
lignivores. La différence ici est que mi est la masse de 1’échantillon séché a 103°C a I’étuve
aprés exposition et attaques des termites. Le nombre de termites survivants est également

déterminé et le taux de survie (%) est calculé selon 1’équation 2:

o Nombre de termites vivants restant apreés le test
Taux de survie (%) = - — x 100 (2)
Nombre de termites utilisés pour le test

1.3.4. Origine de la durabilité naturelle

Les origines de la durabilité naturelle du bois sont diverses car les facteurs qui peuvent
expliquer pourquoi le bois oppose une bonne ou une mauvaise résistance contre les organismes
lignivores en général (champignons et termites) sont aussi bien spatio-temporels, biologiques
que chimiques, etc... Compte tenu du contexte de ce travail, cette étude se limitera aux facteurs
chimiques d’autant plus que tous les chercheurs se sont accordés a dire que la singularité revient
principalement aux constituants chimiques du bois, surtout aux biocides ( ).

Ainsi, la durabilité naturelle d’un bois est intimement liée au potentiel génétique de I’essence
( )-

1.3.4.1. Facteurs chimiques

Les organismes lignivores (champignons et termites) apprécient le bois en fonction de sa
comestibilité. Le patrimoine chimique du bois joue un rdle tres important dans sa durabilité
naturelle selon que le bois renferme des substances appétantes ou toxiques. La durabilité

naturelle est en grande partie attribuée a I’activité des composés extractibles qu’il renferme
( ).

% Le role des substances macromoléculaire : les parois cellulaires du bois sont
essentiellement constituées de polysaccharides (cellulose et hémicelluloses) et de
lignine. Leur proportion varie selon leur appartenance aux Gymnospermes ou aux
Angiospermes. Les organismes lignivores (champignons et termites) apprécient
fortement ces constituants cellulaires et leur grande proportion a 1’état amorphe fragilise
le matériau. Néanmoins, la cristallinité de la cellulose réduit la surface moléculaire
accessible aux enzymes des champignons empéchant la progression du mycélium dans
le bois. La lignification de la paroi cellulaire est un facteur trés important dans le
systtme de défense du bois. Les lignines jouent le role de barriere physique. Ces

polymeéres présents dans la lamelle mitoyenne, la paroi primaire et la paroi secondaire
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empéchent les enzymes impliquées dans I’hydrolyse des polysaccharides des
champignons d’atteindre un nombre suffisant de liaisons glycosidiques pour permettre
une hydrolyse suffisante ( ). La structure de la lignine semble
jouer un role prépondérant. Il existe des différences structurales entre les lignines de
coniferes et de feuillus. Celles des coniféres sont essentiellement constituées d’unités
guaiacyles, alors que celles des feuillus sont constituées de mélange d’unités guaiacyle,
syringyle et parahydroxyphényles en plus faible proportion. Cette constitution
monomérique est un caractére important pour la durabilité. ont
démontré que chez des feuillus tropicaux, les especes les plus durables vis-a-vis de
Coriolus versicolor sont celles qui possedent une proportion d’unités guaiacyles
¢levées.
Le réle des substances extractibles : les extractibles sont des produits du métabolisme
secondaire de I’arbre que 1’on peut extraire a I’eau ou a 1’aide de solvants organiques.
Ils représentent généralement 1 a 5% de la masse du bois ( ). Différents
travaux sur les processus de vieillissement de 1’arbre suggérent que les substances
responsables de la durabilité du bois se forment lors de la duraminisation. Les cellules
de parenchyme semblent étre le lieu de synthése des substances extractibles du duramen
( ). Il est évident que ces cellules jouent un rdéle important
puisqu’elles constituent les seuls ¢léments vivants du bois avant sa duraminisation. Les
extractibles contribuent beaucoup a la protection du bois face aux organismes
lignivores. C’est qui ont mis en évidence pour la premicre fois le
lien entre la durabilité naturelle et les extractibles. Puis de nombreux chercheurs comme
ont montré que la durabilité naturelle d’un
bois est liée a la nature des composé€s extractibles qu’il renferme. Les études in vitro
réalisées par ont montré qu’une fois
extraits, les blocs de bois étaient plus facilement dégradés par les organismes lignivores
(champignons et termites). Plusieurs essences possédent des extractibles ayant de trés
bonnes propriétés antibactérienne, antifongique et anti-termite a I’origine de la
durabilité du bois vis-a-vis des organismes lignivores ( ). Le bois
de cceur est en général plus résistant que 1’aubier car il est plus riche en extractibles. La
plupart des composés dotés de propriétés antifongique et termicide sont des composés
phénoliques comme les flavonoides, les stilbénes, les quinones et les tanins. Les
composés terpéniques comme les acides résiniques ou les tropolones ont également de

trés bonnes propriétés biocides ( ). La
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durabilité naturelle du bois de ceeur d’Acacia auriculiformis a été attribuée a la présence
dihydromorine, d’oxyresveratrol et d’aromadendrine dans les extraits (

). La durabilité naturelle du bois de Teck est en grande partie li¢e a la forte quantité
des extraits quinoliques comme la tectoquinone et la naphtoquinone qu’il contient. Ces
extraits quinoliques inhibent fortement la croissance de Trametes versicolor (

). Les composés comme Le 2, 4, 3°, 5’-tétrahydroxystilbéne et le 2, 4, 5, 3°, 5°-
pentahydroxystilbéne sont a 1’origine de la durabilité naturelle du pin sylvestre (Pinus

sylvestris) face a I’attaque des champignons de pourritures blanches et brunes (

).
1.4. Agents biologiques de détérioration du bois

Constitué de matieres organiques telles que la cellulose, les hémicelluloses et la lignine et dans
une moindre mesure d’amidon, de pectines et d’extractibles, le bois demeure un matériau
potentiellement attaquable par les différents agents biologiques de détérioration du bois. Les
agents susceptibles de détériorer le bois sont de trois types ( ). Les
microorganismes (champignons et bactéries) ; les insectes xylophages (les termites) et les
térébrants marins (mollusques et crustacés). Nous nous intéresserons dans la suite de notre étude
bibliographique aux champignons et aux termites qui ont été les agents de dégradation étudiés

dans notre travail.

1.4.1. Les champignons de dégradation du bois

En dehors des classifications des champignons par les mycologues, les professionnels du bois
distinguent les champignons selon les types de dégats qu’ils occasionnent. On distingue ainsi
les champignons de décoloration, et les champignons lignivores ou de pourriture qui peuvent

selon les cas étre classifi¢ en pourriture brune, pourriture blanche et pourriture molle.

1.4.1.1. Les champignons de décoloration

Les champignons de décoloration (Figure 23 et 24) appartiennent a la famille des Ascomycetes.
Ces derniers sont incapables d’altérer les parois des cellules ligneuses mais ils peuvent
provoquer des modifications d’aspect et de volume ( ). . Ils créent cependant
un milieu favorable a d’autres agents de dégradation du bois ( ). Ils se
develloppent sur le bois fraichement abattus en attaquant principalement I’aubier. Les dégats
causés par ce genre de champignon sont d’ordre purement esthétique parcequ’ils se nourrissent

uniquement a partir des substances de réserves comme 1’amidon présent dans 1’aubier. Ces
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dégats peuvent étre profonds ou simplement surperficiels (Fouquet, 2003). On distingue ainsi
pour cette catégorie, les champignons de bleuissement et les échauffures. Les champignons de
bleuissement n’entrainent pas de changements appréciables de la consistance du bois et de ses
propriétés mécaniques. Ils provoquent seulement une coloration spécifique du bois (bleu a noir).
En 2002, Colling note cependant qu’ils pénétrent souvent de plusieurs centimetres dans le bois
alors que les échauffures, lorsqu’elles sont importantes, sont capables d’entrainer un
changement trés accentué de la consistance du bois. Elle est causée par une attaque enzymatique
du bois semblable a celle de la pourriture fibreuse. C’est d’abord la lignine et ensuite la cellulose

qui sont dégradées.

Figure 24: Bleuissement primaire sur Figure 23: Attaque du bois par les
du bois fraichement scié. ¢chauffures.

1.4.1.2. Les champignons lignivores de pourritures

Leurs hyphes se répandent au travers du bois désintégrant les parois cellulaires, réduisant ainsi
la résistance du bois. Ces champignons sécretent des enzymes qui catalysent des réactions avec
pour résultat de transformer les principaux constituants du bois en composés facilement
assimilables par ces derniers (Erickson et al, 1990). En occasionnant une modification
irréversible du matériau, les champignons de pourriture sont considérés comme ceux qui
occasionnent les dégats les plus graves. Pour cette catégorie de champignon, il existe trois types
de pourritures : la pourriture blanche, pourriture brune et la pourriture molle (Silva et al, 2007).
Chacun d’eux dégrade de fagon préférentielle certains constituants du bois ce qui se traduit par
différents effets en termes de modification des propriétés du matériau. Ces champignons ont
méme la capacité de métaboliser certains biocides utilisés pour la préservation du bois (Shultz

and Nicolas, 2000). Les champignons ont besoin pour se développer que les conditions
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favorables a leur croissance soient réunies. L humidité est le facteur le plus important de tous.
L’humidité minimale a partir de laquelle les champignons sont capables de se développer est
comprise entre 30 et 35% en zone tropicale et de 20 a 22% en zone tempérée, pour une
température comprise entre 20 et 35°C. En plus de ’humidité et la température, les éléments
minéraux , 1’oxygéne et un pH compris entre 4,5 et 5,5 sont également importants pour le

développement des champignons.

1.4.1.2.1. Les pourritures blanches

Aussi appelée pourriture fibreuse, la pourriture blanche est principalement causée par les
champignons appartenant a la famille des basidiomycétes. Ces derniers produisent des enzymes
comme les peroxydases et les laccases qui détruisent la structure aromatique de la lignine et des
extractibles phénoliques. Ces champignons dégradent préférentiellement la lignine, ils
dégradent également, les hémicelluloses et la cellulose pouvant conduire a la minéralisation
totale du bois. Les dégats causés par les champignons de pourriture blanche ne se limitent pas
seulement a la couche S2 comme avec les champignons de pourriture molle, mais s’étend aussi
au niveau des couches S1 et S3. Ces pourritures se développent préférentiellement sur les
feuillus et parfois sur des résineux. Parfois en symbiose avec des bactéries, certaines d’entre
elles font des associations mutualistes pour dégrader les extraits hydrophobes du bois. Ce type
de champignon dégrade tous les éléments structuraux du bois (cellulose, hémicelluloses et
lignine) de facon sélective en fonction du type de pourriture blanche. On distingue ainsi au
niveau des pourritures blanches deux sous catégories : la pourriture blanche simultanée capable
de dégrader simultanément quasiment dans les mémes proportions la cellulose, les
hémicelluloses et la lignine rendant ainsi le bois fragile au début de 1’attaque, ensuite il devient
fibreux et rigide ( ) et la pourriture blanche préférentielle qui dégrade d’abord la
lignine et les hémicelluloses avant d’attaquer la cellulose en rendant ainsi le bois mou et fibreux

dans le sens longitudinal (Figure 25) ( ).
1.4.1.2.2. Les pourritures brunes

Encore appelées pourritures cubiques, les champignons responsables de cette pourriture
dégradent préférentiellement les polysaccharides (cellulose et hémicelluloses), laissant ainsi la
lignine plus ou moins intacte. Ainsi la lignine brune non dégradée par le champignon confére
au bois une coloration brune typique. Le bois dégradé présente de nombreuses fissurations

délimitant des zones plus ou moins cubiques conduisant a appeler ces pourritures brunes

32



Chapitre I Revue bibliographique

pourritures cubiques (Figure 26). La dégradation du bois par ce type de champignon aboutit

trés souvent a la perte des propriétés mécaniques de ce dernier.

Figure 26: Bois envahi par le mycélium Figure 25: Aspect du bois attaqué par
de pourriture blanche. de la pourriture brune.
1.4.1.2.3. Les pourritures molles

Ces dernicres appartiennent a la familles Ascomycetes tels que Chaetomium globosum ou
Hypocrea rufa et a la famille des Deutéromycetes comme 7Trichoderma harzianum ou
Cladosporium cladosporioides. On les retrouve dans les milieux d’extréme humidité présentant
un faible taux d’oxygeéne. La pourriture molle est provoquée par une attaque conjuguée de
plusieurs champignons microscopiques qui €rodent les parois cellulaires du bois et détruisent
préférentiellement la cellulose dans la paroi secondaire (Mbang, 2004). Ce type de champignon
est capable de dégrader le bois dans des conditions extrémes telles qu’une forte saturation des

fibres en eau ou bien une faible teneur en oxygeéne (Figure 27).

Figure 27: Vue au microscope de I’impact de la pourriture molle
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1.4.2. Les insectes xylophages

Les insectes sont des invertébrés qui appartiennent a 1’embranchement des arthropodes
caractérisés par leur squelette externe. Ils représentent prés de 80% des espéces animales. Ces
derniers se distinguent des autres classes d’arthropodes par certains caractéres morphologiques
intrinseéques comme leurs trois paires de pattes articulées, le corps constitué de trois parties bien
distinctes : la téte, le thorax et ’abdomen. Pour assurer leur développement, certains insectes
se nourrissent de la matiére ligneuse. D’autres insectes s’attaquent au bois sec, ce sont les
insectes de bois secs ou préferent le bois frais voire dépérissant renfermant un taux d’humidité

¢levée, ce sont les insectes de bois frais ( ).

1.4.2.1. Les insectes de bois frais

Ces insectes xylophages vivent dans les bois dont le taux d’humidité est élevé. Ils ne peuvent
vivre que dans les bois ayant un taux humidité supérieur a 35%, leur action s’arréte lorsque
I’humidité devient inférieure a 35%. Ils peuvent également se trouver sur les arbres dépérissant
ou sur les grumes fraichement abattues. Parmi ceux-ci, on peut citer les bostryches, les scolytes,

les sirex, ainsi que les abeilles et les fourmis charpentiéres.

1.4.2.2. Les insectes de bois secs

Ces insectes se développent sur des bois secs dont le taux d’humidité est inférieur a 18%. Ils
s’en nourrissent et s’y reproduisent. Ils sont trés dangereux pour les bois mis en ceuvre pour la
construction car plusieurs générations d’insectes peuvent poursuivre le travail de destruction
sur une méme picce de bois. Parmi toutes les classes d’insectes, trois ordres sont capables de
dégrader le bois : les isoptéres, les coléopteres et les hyménopteres. Nous ne décrirons que les

termites appartenant a 1I’ordre des isopteéres du fait du travail axé sur ces derniers.

1.4.2.3. Les termites

Les termites, dont le nom vient du mot latin «termes» qui veut dire vers rongeur sont tout le
contraire des autres insectes xylophages, ce sont des insectes sociaux vivant en colonies dans
des conditions bien déterminées dont la taille de la colonie varie d’une centaine a quelques
millions d’individus. Ils ne peuvent pas vivre isolément. Elles sont également appelées «fourmis
blanches». Pour leur développement, il faut des conditions climatiques semblables a celles
rencontrées en zone tropicale : une forte pluviométrie, une humidité de 1’air importante et une
température ¢levée a partir de 22°C a plus de 30°C. Dans le monde, on dénombre 285 genres

et plus de 2700 espéces de termites majoritairement reparties en zone tropicale. Seulement 75
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especes présentent un réel danger pour la construction. Les termites sont regroupés en trois
grandes catégories : les termites souterrains (famille des Rhinotermitidae, Reticulitermes
lucifugus, Reticulitermes santonensis, genres Heterotermes et Coptotermes). Les termites de
bois secs (famille des Kalotermitidae, Kalotermes flavicollis et Cryptotermes brevis) et les
termites arboricoles (genre Nusutitermes). Ce sont les termites du genre Reticulitermes qui
causent les plus gros dégats vis-a-vis du bois. Dans une colonie, on distingue différentes castes :
les soldats, les ouvriers, les nymphes, les reproducteurs (sexué imago et sexu¢ de remplacement
ou néoténiques) et les larves cohabitent. La morphologie des individus de chaque caste est tres
importante et adaptée avec leur fonction (figure 28). Le cycle de développement des termites
souterrains est représenté dans la figure 29. Les termites avec leur bonne répartition du travail

et une minutieuse spécialisation dans les différentes tdches font preuve d’une efficacité

collective hors du commun.

Figure 28: Photographies de termites ; de gauche a droite : Ouvrier, Soldat, Nymphe et
Adulte ailé

Figure 29: Cycle de développement des termites souterrains
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1.5. Valorisation des extractibles de bois
1.5.1. Valorisations industrielles des extractibles de bois

Les possibilités de valorisations des extractibles du bois sont multiples. Ces derniers peuvent
trouver des applications en pharmacologie, en parfumerie, en cosmétique, en agroalimentaire,
comme colorants ou dans le domaine des résines et polymeres. Les extractibles de bois
constituent une gamme variée de produits, qui selon leurs propriétés peuvent conduire a des
applications comme indiqué juste avant. Au Canada par exemple, dans le but de valoriser la
biomasse forestiere 1’équipe du Professeur Tatjana Stévanovic mene des projets novateurs sur
les  extractibles.  Ainsi, [’évaluation in  vitro des activités  biologiques
(antiradicalaire/antioxydante, antimicrobien, processus de vieillissement de la peau, diabete de
type 2) d’extraits de bois (écorces, nceuds et bois de ceeur) vise a déterminer leurs potentielles
d’applications en nutraceutique, cosmétique, agro-alimentaire ou en pharmaceutique.
Différents travaux du méme type sont ¢galement menés en Europe, notamment dans les pays
scandinaves, ou au laboratoire dans le cadre des projets LBS (Le Bois Sant¢) ou ExtraFor-Est.
En Afrique et particuli¢rement au Gabon, ces extractibles ne sont pas valorisés au niveau
industriel, seulement en médecine traditionnelle sous forme de décoctions et autres. Parmi tous
les extractibles cités plus haut, les plus étudiés et qui trouvent trés souvent des applications
industrielles sont les polyphénols ( ). L’hydroxymatairésinol, extrait
présent des noeuds de 1’épicéa de Norvege, est utilisé en tant que complément alimentaire pour
la lutte contre le cancer du sein et dans le traitement de la prostate ( ).
Depuis des années, les tannins sont utilis€s pour la fabrication d’adhésifs verts, des mousses
ignifuges, des teintures, pour le tannage du cuir. Dans 1’hévéa, les extraits (polyterpénes)
permettent d’obtenir le latex pour la fabrication du caoutchouc naturel ( ). En
pharmacie et nutraceutique, 1’aspirine qui est un dérivé de I’acide salicylique extrait de 1I’écorce
du Saule (Salix sp) est utilis¢ comme antypyrétique, anti-inflamatoire, analgésique et
anticoagulant. Les triterpenes comme la lupéol, la bétuline et I’acide bétulinique extraits de
I’écorce du bouleau jaune et blanc sont utilisés pour leurs activités anticancéreuses. L’extrait
de Ginko (Ginkgo biloba) riche en polyphénols est trés efficace contre les troubles de la
mémoire, les déficiences vasculaire périphériques, la dégénérescence musculaire, 1’acouphéne,
les vertiges et la rétinopathie diabétique ( ). De par leurs propriétés colorantes
et leur bonne capacité a piéger les radicaux libres, les anthocyanes sont beaucoup utilisés dans
I’agroalimentaire et la cosmétique. L’extrait du sapin baumier (4bies balsamae) contenant la

juvabione est utilis¢ pour I’inhibition de 1’hormone juvénile des coléopteres. L’extrait de
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I’écorce du quinquina, la quinine est utilisée en pharmacie comme un antipaludique. Le taxol
isolé de 1’écorce de I’if du pacifique dans les années 70 est utilis€ pour ses propriétés
anticancéreuses. Le linalool et le santalol extraits respectivement du bois de rose (4niba
duckei : Lauraceae) et du bois de santal (Santalum album : Santalacae) sont utilisés pour les

parfums en cosmétique.
1.5.2. Activités antioxydante et antiradicalaire des extractibles

Les radicaux libres sont définis comme étant des atomes ou des molécules portant un électron
non apparié€. Cette configuration électronique rend ces éléments tres réactifs du fait de la tendance
de cet ¢lectron a se réapparier, déstabilisant ainsi d’autres molécules. Les molécules ainsi
transformées conduisent a leur tour a de nouveaux radicaux libres et initient ainsi différentes
réactions de dégradation oxydante. Ces phénomenes concernent aussi bien le domaine des
matériaux que celui du vivant. Ils sont produits par un grand nombre de mécanismes tant
endogenes, qu’exogeénes. Les radicaux libres ont pu étre mis en évidence pour la premiére fois
grace a ’analyse de résonnance paramétrique électronique (RPE) des échantillons ayant été
exposés a une source lumineuse a différentes intensités et différents temps d’exposition (

). A 1’¢état naturel, il n’existe pas de radical libre dans le bois sa présence reflete la
dégradation du matériau ( ). Les principales sources de dégradation du bois
induisant les radicaux libres dans leurs processus de dégradation sont la lumicre dans la
photodégradation du bois et les microorganismes avec leurs processus de dégradation
enzymatique. Ces radicaux libres peuvent ensuite migrer en profondeur dans le bois entrainant
une dépolymérisation et des dégats en profondeur ( ). On définit la
photodégradation comme étant un phénomene de surface qui dépend entre autres de la densité
du bois et du temps d’exposition. Elle a permis de mettre en évidence que 1’intensité de formation
des radicaux libres était dépendante de la longueur d'onde donc de 1’énergie du photon. Elle suit
alors la cinétique d’une réaction Norrish de type I par dégradation homolytique des liaisons
carbone-carbone adjacentes au carbone alpha du composé carbonylé. C’est la lignine qui est donc
impliquée et permet la formation des radicaux libres participant a la dégradation de la cellulose
et des hémicelluloses ( ). Les polysaccharides sont aussi sujets a la
photodégradation. Mais la distinction entre hémicelluloses et cellulose est difficilement réalisable
a I’aide des techniques analytiques actuelles. Les é¢tudes ont démontré que la lignine était la plus
sensible a ce type de dégradation avec un pic d’absorption a 280 nm jusqu’a 400 nm (

) di a la présence des groupements aromatiques et phénoliques qui absorbent fortement

dans les UV ( ). C’est le cas des chromophores donnant la coloration du matériau.
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Sa dégradation tend a rendre la surface du bois plus hydrophile ( ). Sur le plan
macroscopique, les cibles de la phtotodégradation sont essentiellement les chromophores de la
lignine qui entrainent un changement de la coloration du bois par formation des groupements
chromophores secondaires. Cette coloration du bois dépend de la longueur d’onde, de la
température et de I’ intensité ( ). Sur le plan microscopique, la caractérisation de la
dégradation du matériau confirme que la lignine est la plus altérée par la photodégradation. Elle
se retrouve principalement dans la lamelle moyenne a hauteur de 73 % et de 16 % dans les parois
secondaires des trachéides. La destruction de la lignine entraine donc une perte de cohésion entre
les fibrilles ( ) et donc entre les cellules, On parle alors de délamination (

). En fonction de l'environnement, de nombreux
microorganismes tels que les champignons de pourritures brunes ou blanches sont capables de
coloniser et de dégrader le bois. Ils sont ubiquitaires et ont un impact direct sur la qualité du bois,
sur son utilisation ou sa durée de vie. Ce sont des organismes eucaryotes et hétérotrophes qui
doivent donc trouver une source externe de matiére organique pour pouvoir vivre et se
développer. Les composés lignocellulosiques , les saccharides des parenchymes du bois d’aubier
et les extractibles présents dans le bois peuvent alors étre considérés comme des sources de
nutriment. A 1’échelle microscopique, ces champignons filamenteux sont constitués de thalles
composés d'une multitude de sous-structures appelées hyphes. C'est 'assemblage de nombreux
thalles qui permet a I'échelle macroscopique d'avoir le mycélium. L'infection du bois par ces
champignons commence par la pénétration des hyphes dans la paroi cellulaire. Cela permet la
sécrétion d'un cocktail enzymatique qui oxyde les chaines des composés aromatiques et facilite
leur métabolisation ( ). Pour pallier ce probléme, I’on apporte en aide a ce
systeme de défense des antioxydants exogénes naturels ou synthétiques. Ces molécules agissent
en piégeant les radicaux libres transformant ces derniers en entités stables justifiant 1’intérét
croissant sur la recherche de molécules antioxydantes. On peut définir les antioxydants comme
¢tant des substances qui inhibent ou ralentissent 1’oxydation d’un substrat. Ces derniers sont
présents sous différentes formes et sont susceptibles d’intervenir soit en prévention de la
formation des radicaux libres, soit pour participer a leur élimination (antioxydants primaires et
secondaires). Les antioxydants sont présents naturellement dans notre alimentation (fruits,
légumes, thé, vin rouge, cacao et café¢). Dans la conservation des aliments, les aliments lipidiques
résistent moins a I’oxydation par I’oxygéne. Au niveau de I’industrie agroalimentaire, différents
antioxydants synthétiques sont officiellement autorisés et utilisés tels que le 2-tert-butyl-4-oxy

anisole ou hydroxyanisol butylé (BHA), le 2,6-ditert-butyl-4-methyl phenol ou hydroxytoluéne
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butyl¢ (BHT), le 2-tert-butyl-1,4-benzenediol ou hydroquinone butyle (TBHQ) et le gallate de
propyl (PG) dont les différentes structures sont présentées dans la figure 30.
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Figure 30: Structure des antioxydants de synthése autoris€s dans 1’industrie agroalimentaire.

Les travaux réalisés par Linderschmidt et al en 1986 et Kalamouni en 2010 sur la toxicité de
certains de ces antioxydants synthétiques notamment le BHT et le BHA sur des rongeurs ont
révélé que ces derniers étaient potentiellement cancérogénes et s’accumulaient dans
I’organisme. Conscient de ces problemes, il semble opportun de se tourner vers des sources
d’antioxydants naturels moins toxiques et bénéfiques pour la santé. Les antioxydants naturels
sont surtout des composés phénoliques que I’on rencontre dans la quasi-totalité des plantes. Ces
derniers sont issus du métabolisme secondaire des plantes. Ils sont principalement synthétisés
par voie métabolique du «shikimate» qui existe uniquement chez les champignons, les bactéries
et les plantes. Ces composés polyphénoliques sont capables de piéger des espéces radicalaires,
de chélater les métaux comme le Fer et le Cuivre connus comme agents pro-oxydants. Ces
composés phénoliques peuvent aussi interagir avec des cibles protéiques leur conférant d’autres
propriétés telles que : insecticide, fongicide, fongistatique, termicide, nématicide en plus des
activités antioxydantes. Les structures de quelques antioxydants naturels rapportées dans la

littérature sont présentées dans la figure 31 (Pietta, 2000 ; Moure et al, 2001).
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Figure 31: Structures de quelques antioxydants naturels.

Aujourd’hui, les antioxydants naturels sont largement sollicités et utilisés dans plusieurs
domaines comme la diététique, I’agroalimentaire, la cosmétologie, le domaine médical et
I’industrie moderne. C’est le cas de 1’acide ascorbique (vitamine C), du tocophérol (apparenté
a la vitamine E) qui sont utilisés dans 1’industrie agroalimentaire (Kalamouni, 2010 ; Taga et

al, 1984 ; Pérez-Bonilla et al, 2006 ; Altarejos, 2005).
1.5.3. Méthodes d’évaluation de ’activité antioxydante et anti-radicalaire

Durant ces derniéres décennies, les méthodes d’évaluation de 1’activité antioxydante ont été
largement développées pour mesurer ’efficacité de nouveaux composés. Différentes
méthodologies permettant d’évaluer le potentiel antioxydant sous différentes conditions sont
disponibles aujourd’hui. La plupart de ces méthodes fait référence a la capacité d’une entité qui
peut étre un extractible a piéger les radicaux libres a partir des radicaux stables (ABTS, DPPH,
AAPH...) afin d’avoir des informations sur la capacité de cette entit¢ a piéger les radicaux
libres (Tirzitis and Bartosz, 2010). Parmi toutes ces méthodes, seul les méthodes expérimentales

sont les plus répandues, et seront abordées dans la suite de cette étude bibliographique.
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«» Test au DPPH (radical 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) :

le DPPH" (ou 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) est un radical stable a température
ambiante avec une couleur bleue-violet caractéristique. Sa stabilité est lie a la haute
délocalisation des ¢lectrons 7 le long de la molécule. C’est ’'un des premiers radicaux a
avoir ¢été utilis€ dans 1’étude des relations structure/activité antioxydante des composés
phénoliques. Dans sa structure, il posseéde un électron non apparié sur un atome du pont
azote-azote. La spécificité de ce radical provient de la modification de ses propriétés
d’absorption UV/ Visible selon son état réduit (c’est-a-dire apres ajout d’électron) qui
absorbe a 515-518 nm, tandis que sa forme oxydée ne présente aucun pic d’absorption.
C’est une méthode spectroscopique, elle a été décrite pour la premicre fois par

. Elle est utilisée dans de nombreux travaux d’abord pour la simplicité
de sa mise en ceuvre, pour la reproductibilité et son colit. Lorsque le radical DPPH est
mis en contact avec une entité capable de transférer un atome d’hydrogéne (ArOH) ou
méme un autre radical (R), ce dernier est réduit sous sa forme non radicalaire qui
s’accompagne d’une perte de coloration qui s’observe par le changement de couleur
allant du bleu-violet (forme oxydée) au jaune (forme réduite). L’efficacité antioxydante
peut ainsi étre mesurée. Le mécanisme réactionnel de ce test est décrit dans la figure 32

ci-dessous.
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Figure 32: Mécanisme réactionnel de réduction du radical DPPH

% Test ABTS ou TEAC ( Trolox Equivalent Antioxidant Capacity) :

Le test TEAC est semblable au test avec le DPPH. Dans le cas précis, ce test permet de
mesurer la capacité d’une entité a piéger le radical cationique ABTS™ obtenu a partir
du sel d’ammonium de I’acide 2,2’-azinobis-(3-éthylbenzothiazoline-6-sulfonique
(ABTS). Ce test a été décrit pour la premicre fois par . C’est un test
comme le précédent, facile a mettre en place ne nécessitant que les réactifs et un

spectrophotomeétre sont nécessaires. De plus, il est rapide et moins coliteux et donne de
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bonnes corrélations avec d’autres tests biologiques. Son principal inconvénient réside
dans ’instabilité des radicaux ABTS™. Ces derniers doivent étre générés a partir de sels
d’ABTS et la mesure doit étre effectuée trés rapidement. C’est €galement un test
colorimétrique ou la décoloration de la solution bleue-verte d’ ABTS" sera observée
lors de la formation de ABTSH' de couleur bleue. Cette décoloration pourra étre
quantifiée par un spectrophotometre (Absorption UV/Visible) a 743nm. Le mécanisme

réactionnel de ce test est indiqué dans la figure 33 ci-dessous. Ce test présente I’avantage

spécifique d’étre utilisable pour les composés hydrophiles et lipophiles.

J/\/,)O H HO, 5\/\ 5 bO
/' -€
+e ('?H\ "H\
ABTS ABTS”

ABTS™" +PhOH ¢ » ABTS + PhO- + H"

Figure 33: Mécanisme réactionnel d’oxydation de I’ABTS.

s Test au méthyle linoléate : peroxydation lipidique :

Pour ce test, on utilise la forte capacité du linoléate de méthyle a s’oxyder (LH) a cause
de I’hydrogene labile qu’il posseéde en position a de sa double liaison. L.’oxydation de
ce dernier est amorcée par 1’azobisisobutyronitrile (AIBN) pour la production des
radicaux libres, c’est la phase d’amorcage de la réaction dont le mécanisme est décrit
comme suit dans la réaction (1) :

Phase d’amorcage : production des radicaux libres

H,C  CH,

X% %ﬁf‘yxczn - N " g | M
C
HC  ©

Au cours de la phase d’amorcage, sera produit un radical libre tertiaire stabilis¢ par le
groupement nitrile. Ce radical va alors réagir avec le linoléate de méthyl pour transformer

I’espece radicalaire sur ce dernier (réaction 2).
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X/
°e

HyC——(CH,)y—CHj

H (Hydrogeéne labile)
(LH)

LH + A »AH + L (2)
Apres cette phase d’amorgage, la phase de propagation se produit. Cette phase
réactionnelle est trés rapide a cause de la réactivité des radicaux libres qui est tres élevée

(réactions 3 et 4).

L + O, » LOOr 3)
LOO + LH » LOOH + L- @)

La terminaison de la réaction n’intervient qu’en présence d’une entité¢ antioxydante

possédant un hydrogene labile comme les composés phénoliques (noté ici AH) avec la
formation d’un radical libre (A") plus stable (réaction 5).

AH + L »LH + A (5)

Cette méthode est trés utilisée pour 1’évaluation de 1’oxydation des composés
polyinsaturés car ces derniers s’oxydent lentement a 1’air et a température ambiante.

Test FRAP (Ferric Reducing Ability of Plasma) :

Le test FRAP est basé sur le changement de coloration lors de la réduction du Fer, il a
été décrit pour la premiére fois par . L’antioxydant réduit le
complexe [Fe(Ill)/tripyridyltriazine] en exce€s en un complexe bleu de fer(Il) selon la
réaction ci-dessous entrainant ainsi une augmentation de 1’absorption mesurée a 593
nm. Bien que le transfert de I’atome d’hydrogene ne soit pas le mécanisme privilégié

lors de cette réaction, I’antioxydant doit étre capable de donner un électron (réaction 6).

Fe'(TPTZ), + ArOH > Fe'(TPTZ), + ArOH™  (6)

Ce test est peu couteux, simple a réaliser, reproductible et rapide. L’inconvénient est
qu’il n’est pas capable d’évaluer 1’activité antioxydante des thiols (SH), incluant donc

les polypeptides et les protéines a groupement cystéine.
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s Test ORAC (oxygen radical absorbance capacity) :

Le test ORAC est un test trés utilisé en biologie, il permet de mesurer la capacité
antioxydante de différents aliments in situ. Il a été décrit pour la premicre fois par
I’équipe de Glazer ( ). Le principe de ce test repose sur la mesure de la
dégradation oxydative d’un composé fluorescent aprés avoir ajouté un initiateur de
radicaux libres, 2,2'-azobis (2-amidinopropane) dihydrochloride (AAPH). La
dégradation thermique de cette molécule en présence d’oxygene induit la génération des

radicaux libres de facon réguliére comme on peut le voir dans la réaction ci-dessous qui

indique la modification de I’AAPH" lors du transfert ¢lectronique (réaction 7).

NH ONH
NH —l- ® — ¢ 0
Hs”& %( PN, 2 3Nk'( HsNJk’/

1.5.4. Description de I’essence étudiée

Le noisetier du Gabon, de son nom scientifique Coula edulis, est largement réparti dans la zone
foresticre de 1’Afrique de I’Ouest et Centrale depuis la Sierra Léone jusqu’en République
Démocratique du Congo ( ). Il appartient selon a la phytochorie
du domaine guinéo-congolais. Les nombreuses appellations vernaculaires, “Ndoko” (Mendé¢)
en Sierra Léon et au Libéria, “Séatou” (Guéré), “Bogue” (Agni), “Atsan” (Ati¢), “Akioula”
(Ebrié), en cote d’ivoire, “Udo” (Igbo), “Ivianlegde” (Edo) et “Asala” (Yoruba) au Nigéria,
“Ewome” (Ntumu), “Ewom” (Okak) au Cameroun, “Oghuda” (Ghétsogho), “Ewodmoe”,
“Ewumi” (Fang), “Muguminu” (Bapunu, Eshira et Bavungu) au Gabon, “Nkumunu” (kikongo
et kiyombe), “Bosau” (Mongo) en République Démocratique du Congo, ( ;
; ; ; ) qui désignent Coula
edulis en Sierra Léon, au Libéria, Cote d’Ivoire, au Nigéria, au Cameroun, au Gabon au Congo
et en République Démocratique du Congo témoignent a la fois I’étendue de son aire de
répartition et de son importance pour les populations locales d’Afrique de 1’Ouest et Centrale.
C.edulis appartient a la famille des Olacacées. C’est un arbre moyen de 1’étage inférieur de la
forét du sous-bois, pouvant atteindre 30 m de hauteur. Le fit, a empattement ou cannel¢ a la
base, est tortueux, irrégulier; il est souvent ramifié dés 3 a 4 m du sol. Son diamétre peut
occasionnellement atteindre 1 m (
). Il est largement réparti dans la zone forestiere de 1’ Afrique Occidentale et Centrale

depuis la Sierra Léone jusqu’en République Démocratique du Congo ( ).
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L’¢corce grise, épaisse dun metre, est fendillée et s’exfolie en plaques épaisses souvent
rectangulaires ; la tranche est fibreuse, cassante, brun-jaune et exsude de trés fines gouttelettes
blanches, surtout chez les jeunes arbres car 1’arbre comporte, dans ’écorce et les feuilles, des
lacunes résiniféres schizogenes et des canaux laticiféres. Le bois de Cceur de couleur brun
violacé a brun sombre est bien distinct de 1’aubier jaune blanchatre qui atteint souvent des
¢épaisseurs de 3 a 4 cm. Le bois de Coula est trés lourd et quasi imputrescible. Il posséde une
masse volumique de 1,010 kg/m? et une dureté de Monnin de 7,5 N/mm? a 12% d’humidité. Le
retrait au séchage est moyen, de I’état anhydre 5-5,1% dans le sens radial et 9,3-10% dans le
sens tangentiel. Il est peu imprégnable, au séchage, le bois présente des déformations et des
risques de fentes ( ). A 12% d’humidité, la contrainte de rupture en flexion statique
est de 142 N.mm™ et le module d’élasticité longitudinale est de 19490 N.mm™. Il est durable,
étant résistant aux attaques des champignons, des insectes et plus particulierement a celles des
termites et présente une durabilité et une résistance aux tarets supérieures a celles de 1’azobé
(Lophira alata Banks). Le bois de Coula peut étre utilisé en construction comme poteaux ou
linteaux, mais aussi pour la fabrication des placages tranchés, les parquets (lourds ou
industriels). Son écorce, utilisée dans la pharmacopée traditionnelle en Cote d’Ivoire est
employée en décoction pour la purgation ou comme lavement et contre les douleurs lombaires
ou les maux de reins ( ). Au Gabon, Coula edulis est utilisé non seulement pour
son bois mais aussi dans la médecine traditionnelle ( ). Comme plante
médicale, il intervient dans le traitement des maladies du sang, des organes génito-urinaires, de
I’appareil digestif et contre les Iésions traumatiques. Il est aussi employé contre I’anémie, les
diarrhées, les ulcéres, les blessures et plaies. Les figures 34 et 35 ci-dessous présentent
respectivement un exemple de bois de C.edulis sur pieds et sa distribution géographique sur

tout le continent africain.
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Figure 35 : Bois sur pieds de Coula Figure 34: Carte de distribution de
edulis Coula edulis. Source :www.ville-
ge.ch/musinfo/bd/cjb/africa/details
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CHAPITRE 11
MATERIELS ET METHODES
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CHAPITRE II
MATERIELS ET METHODES

II.1. Matériels

I1.1.1. Produits chimiques

2,6-di-tert.butyl-4-methyl-phénol (BHT Sigma-Aldrich, > 99%), 2,2-diphenyl-1
picrylhydrazyl (DPPH ; Sigma-Aldrich), 2,2’-azinobis-3-éthylbenzothiazoline-6-sulfonique
(ABTS ; Sigma-Aldrich), réactif de Folin-Ciocalteu pour les phénols (Sigma-Aldrich), acide
chlorhydrique (Sigma-Aldrich, >37%), le chlorure d’aluminium, ’acétate de potassium, le
persulfate de potassium, [’hydrogénophosphate de sodium, la vaniline, le N,O
bis(triméthylsilyl) trifluoroacétamide contenant 1% de triméthylchlorosilane [BSTFA/ 1%
TMCS] ont été utilisés sans aucune purification. L'acide sulfurique concentré (95-97%), le
dichlorométhane, I'acétone, 1'éthanol absolu, le toluéne, le méthanol, le perchlorure de fer, les
copeaux de magnésium, le chloroforme, 'anhydride acétique ont été achetés aupres de Sigma-
Aldrich, Carlo Erba ou Prolabo et utilisés sans autre purification. De 1'eau ultra pure obtenue a
partir d'un équipement PURELAB Option Q (Elga) a été utilisée. Le réactif de Mayer (solution
d'iodure mercurique de potassium), le réactif Bouchardat (2% d'iode dans une solution a 4%
d'iodure de potassium), la solution de perchlorure de fer a 10% dans I'eau ont été préparés en
laboratoire a partir de réactifs et de produits chimiques de qualité en utilisant les procédures de
la littérature. L'extrait de malt pour la microbiologie et la gélose a été acheté auprés de Sigma-

Aldrich.

I1.1.2. Champignons

Différents champignons basidiomycetes ont été utilisés pour les tests de durabilité naturelle et
d’inhibition de croissance : deux champignons de pourritures blanches (ou fibreuses) Trametes
Versicolor (TV) ((Linneus) L. Quélet souche CTB 863 A) et Pycnoporus Sanguineus (PS) ((L.:
Fr.) ) et trois champignons de pourritures brunes (ou cubiques) Rhodonia Placenta (RP)
((Fries)) Cooke sensu J.Eriksson, souche FPRL 280), Coniophora Puteana (CP) ((Schumacher
ex Fries) Karsten, souche BAM Ebw.15) et Gloephyllum trabeum (GT). Toutes les souches ont
¢été fournies par le Centre de Coopération Internationale en Recherche Agronomique pour le
Développement (CIRAD) de Montpellier. Les souches ont été repiquées sur milieu malt-agar
dans les boites de Pétri et maintenues a 22°C et a 70% d’humidité relative au Laboratoire

d’Etudes et de Recherches sur le Matériau Bois (LERMAB).
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I1.1.3. Termites

Pour les essais termites, une seule espéce de termites a été utilisée : Reticulitermes flavipes
(anciennement appelée Santonensis de Feytaud) provenant de Soulac-sur-Mer. Ces termites
sont conservés en bacs d’¢élevage dans une enceinte climatique obscure, bien aérée et réglée a
une température de 27°C + 1°C et humidité relative minimum de 75%. Tous les essais termites
ont été réalisés au Centre de Coopération Internationale en Recherche Agronomique pour le

Développement (CIRAD) de Montpellier.

I1.1.4. Matériel végétal

L’ensemble des expérimentations a été réalisé sur un arbre de Coula edulis provenant d’une
forét primaire gabonaise dans la zone d’ Ayémé située dans la province de I’Estuaire, dont 1’age
a été estimé entre 50 et 75 ans. Le bois utilisé pour réaliser ce travail a été abattu au mois d’aofit
2017. Le tronc de cet arbre a été coupé en trois rondins de 15 cm environ pour faciliter le

transport du Gabon en France comme le décrit la figure 36 ci-dessous :

e

Rondin de 2
la base < -

Rondin du
haut

Rondin du
milieu

1,50 m

Figure 36: Protocole d’échantillonnage des rondins.

Différents échantillons ont été¢ découpés et dimensionnés au LERMAB en fonction des essais
aréaliser. Pour I’étude de la variabilité intra-arbre de la composition chimique de notre essence,
différents échantillons ont été prélevés dans le sens radial sur les différents rondins prélevés
précédemment de maniére a sélectionner les différentes zones de bois (aubier, zone de
transition, duramen externe, moyen et interne, et moelle) la figure 37 décrit le mode de

prélevement utilisé :
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Figure 37: Dimensionnement des différents rondins.

Les sciures des différentes parties (écorce, aubier et duramen) ont été recueillies dans des petits
sacs plastiques lors du dimensionnement des différents rondins. Ces sciures ont été broyées en
fine poudre a I’aide d’un broyeur a bille (Retsh SM 100) , tamisées a une granulométrie de (D=
0,160 mm) pour optimiser les rendements d’extraction puis stockées dans des pots en verre
apres séchage 24 heures a I’étuve a 70°C. A 1’aide d’une scie horizontale, des petites baguettes
de bois de coeur de C.edulis ont été confectionnées pour la réalisation des éprouvettes de
dimension nominale 30 x 10 x 5 mm? dans les directions longitudinale, radiale et tangentielle.
Selon les besoins, les éprouvettes ont été utilisées de fagon aléatoire dans le lot disponible pour

les différents essais de durabilité naturelle.

11.2. Méthodes

I1.2.1 Composition chimique

Pour I’étude de la variabilité intra-arbre de la composition chimique, les échantillons ont été
prélevés dans le sens radial sur les différents rondins comme I’indique la figure 37 ci-dessus
puis les différentes parties ont €té séparées en Aubier (AU), Zone de transition (ZT), la Moelle
(M). Le Duramen a été divisé en Duramen externe (DE), Duramen médian (DM) et Duramen
interne (DI). Aprés la séparation des différentes parties, les échantillons ont été découpés en
petit morceaux a 1’aide d’un ciseau a bois, broyés en fine poudre a 1’aide d’un broyeur a bille
(Retsh SM 100), tamisés (0=0,160 mm) puis séchés durant 24 heures a I’é¢tuve a 70°C et stockés
dans des pots en verre. 10 g de sciure des différents échantillons ont été ensuite extraits au
Soxhlet successivement avec un mélange toluéne/éthanol (2/1, v/v) pendant 24 heures, puis
avec l'éthanol pendant 24 heures supplémentaires. Les extraits toluéne-éthanol et éthanol ont

¢té mélangés et le solvant évaporé sous vide a l'aide d'un évaporateur rotatif. Les extraits ont
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¢té séchés dans un dessiccateur sous vide en présence de P2Os et pesés régulierement a masse
constante. La teneur en extractible a été déterminée en utilisant 1'équation (3) décrite ci-dessus.

Teneur en extractible (%) =@ x 100 3)

S

Ou, myp est la masse du ballon vide, mp+e est 1a masse du ballon avec les extractibles et msla
masse de sciure séche extraite avant I’extraction. La sciure a été récupérée puis séchée au four
a 103 ° C pendant 48 heures avant la détermination des teneurs en lignine de Klason, cellulose,
holocellulose et hémicelluloses. Toutes les analyses ont été adaptées de la procédure de la
littérature avec de 1égeéres modifications ( ) et réalisées

en triplicat.

I1.2.1.1. Teneur en cellulose

La fraction cellulosique a été obtenue en mélangeant 1 g de sciure de bois préalablement
débarrassées de ses extractibles, avec 40 mL d'éthanol et 10 mL d'acide nitrique et chauffée a
reflux (100 °C) durant 3 heures. A la fin de chaque heure, le mélange est filtré en s'assurant de
conserver la partie insoluble. Apres la troisieme heure d'hydrolyse, le mélange est a nouveau
filtré et rincé abondamment avec l'eau distillée, puis a 1'éthanol et séché a 70 °C pendant 72
heures. La masse de la cellulose résiduelle (résidu blanc) obtenue est pesée, puis la teneur en

cellulose est calculée selon 1’équation (4):

masse séche du résidu de cellulose

Teneur en cellulose (%) = 1 x 100 4

11.2.1.2. Teneur en holocellulose

La fraction d'holocellulose est obtenue en mélangeant 2 g de sciure de bois préalablement
débarrassée de ses extractible a 0,5 mL d'acide acétique en suspension dans 80 mL d’eau
distillée et 1 g de chlorite de sodium. Le mélange a été chauffé a 70 °C pendant une heure. 0,5
mL d'acide acétique et 1 g de chlorite de sodium sont ajoutés réguliérement sous agitation toutes
les heures pendant 7 a 8 heures (temps nécessaire pour dégrader la lignine). Le mélange est
alors refroidi et filtré sur Buchner avec un filtre en papier préalablement séché et pesé. Le filtrat
est lavé avec de l'eau distillée jusqu'a ce que la couleur jaune et I'odeur de dioxyde de chlore
soient ¢éliminées. Le résidu blanc (holocellulose) restant sur le papier filtre est ensuite lavé a
l'acétone et séché a 103 °C pendant 24 heures. La teneur en holocellulose est déterminée selon

I’équation (5):

masse seche du résidu d'holocellulose
Teneur en holocellulose (%) = 5 x 100 5)
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I1.2.1.3. Teneur en lignine

La fraction de lignine est obtenue en éliminant les polysaccharides. 0,175 g de sciure de bois
préalablement débarrassée de ses extractibles séchée a 103 °C a est mélangé dans une
centrifugeuse avec 1,5 mL d'acide sulfurique H2SO4 (72%) et agité a 30 °C pendant une heure.
Le tube est ensuite placé dans un bécher de 250 mL et autoclavé pendant 1 heure 30 minutes a
120 °C. Le mélange est alors dilué¢ avec 100 mL d'eau distillée et filtré sur Buchner avec un
filtre en papier préalablement séché et pesé. Le résidu de lignine Klason noir obtenu est séché
a 103 °C pendant 24 heures jusqu’a masse constante. La teneur en lignine a été déterminée

selon 1’équation (6):

L. masse séche du résidu de lignine
Teneur en lignine (%) = 0175 x 100 (6)

I1.2.2. Extraction des sciures

Pour les extractibles destinées aux différentes analyses chimiques a venir, les sciures des
différentes parties (écorce, aubier, duramen) recueillies lors du dimensionnement des différents
rondins ont été utilisées. Ces sciures finement broyées en poudre, (tamisées granulométrie @=
0,160 mm) et stockées dans des pots en verre apres séchage 24 heures a 70°C, ont subi des
extractions successives avec des solvants de polarité croissante. Pour cela, deux méthodes

d’extraction ont été utilisées : le Soxhlet et le Dionex ASE 350.
11.2.2.1. Extraction au Soxhlet

10 g des différentes sciures séchées ont €té successivement extraits au Soxhlet pendant 24
heures avec des solvants de polarité croissante: dichlorométhane, acétone, toluéne-éthanol (2/1,
v/v) et eau. Chaque extraction a été réalisée en triplicat. Aprés extraction, le solvant a été
évaporé¢ sous vide a 1'aide d'un évaporateur rotatif, a I'exception des extraits aqueux qui ont été
lyophilisés. Les extraits ont ensuite ¢té séchés au dessiccateur sous vide en présence de P>Os et
pesés régulierement jusqu'a masse constante (mp+). La teneur en extractible a été déterminée a

l'aide de I'équation (3) citée plus haut au paragraphe I1.2.1.
11.2.2.2. Extraction au Dionex ASE 350

Le systeme d’extraction ASE (Accelerated Solvant Extraction) de la société DIONEX permet
des extractions rapides en utilisant les solvants habituels a des températures et pressions élevées
(100°C et 200 bars). Les solvants retenus pour notre extraction au Dionex sont les mémes que
ceux utilisés pour I’extraction au Soxhlet et les extractions se sont ¢galement faites de la méme

maniere (solvant de polarité croissante). La méme masse de sciure (ms) 10 g est utilisée avec
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des cellules de 60 mL. Grace a I’action combinée de la température et la pression, la durée totale

de l'extraction est généralement inférieure a 15 minutes et la quantité de solvant utilisée est

d'environ 1,5 fois le volume de la cellule d'échantillon (par exemple, environ 15 ml pour une

cellule de 10 ml) . L extraction est donc fortement accélérée par rapport au Soxhlet et nécessite

peu de solvant. Au facteur rapidité s’ajoute I’automatisation totale du systéme d’extraction. Le

processus d’extraction ASE se fait en plusieurs étapes de la manicre suivante :

R/
A X4

X/
L X4

X/
L X4

L’échantillon solide est chargé dans une cellule d'échantillon 60 mL et les bouchons
(contenant chacun un fritté) sont serrés a la main sur les cellules. Les cellules remplies
d'échantillons sont chargées sur le carrousel de cellules et les récipients de collecte sont
chargés sur le carrousel de collecte. Un bras robotisé transfére chaque cellule
séparément dans le four pour I'extraction. Le four est maintenu a la température de
fonctionnement sélectionnée tout au long des extractions (température ambiante a 100
°0);

Une fois que la cellule est en place dans le four, la pompe commence immédiatement a
injecter le solvant dans la cellule contenant d'échantillon a extraire. Des solvants purs
ou mélanges sont utilisés. Une fois que la cellule d’extraction est remplie de solvant, la
vanne statique se ferme pour permettre la pressurisation de la cellule. Comme le solvant
se dilate en chauffant, la pression dans la cellule augmente lorsque la vanne statique se
ferme. Lorsque la pression atteint 200 bars, la vanne statique s'ouvre rapidement pour
relacher la pression, puis se referme. La pompe fournit également du solvant frais a la
cellule afin de ramener la pression a la valeur de consigne.

Apres les différents cycles d’extraction et la phase de ringage, les extraits sont livrés
aux récipients de collecte a travers un filtre et, dans de nombreux cas, ne nécessitent
aucune préparation supplémentaire avant I'analyse. Une fois 1'étape de purge terminée,
la cellule est ramenée au plateau et 1'échantillon suivant est amené au four pour
recommencer le processus d'extraction. La figure 38 ci-dessous montre le schéma du

processus d’extraction ASE.
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Figure 38: Schéma du processus d’extraction ASE

Une fois I’extraction finie, les récipients de collectes sont récupérés et leurs contenus transvasés
dans des ballons de Buchi de 250 mL préalablement pesés (mp). Le solvant est éliminé sous
pression réduite a I’aide d’un évaporateur rotatif, excepté les extraits aqueux qui ont été
lyophilisés. Les extraits sont ensuite séchés au dessiccateur sous vide en présence de P>Os et
pesés régulierement jusqu'a masse constante (mp+c). La teneur en extractible est déterminée a
l'aide de 1'équation (3) citée précédemment (paragraphe I1.2.1). Les extractibles sont ensuite

récupérés et conservés dans des piluliers fermés a 1’obscurité pour les analyses futures.

I1.2.3. Analyses chimiques

I1.2.3.1. Analyse FTIR

Environ 2 mg d’extraits a I'état solide sont utilisés pour I’analyse par spectroscopie infrarouge
a I’aide d’un spectrophotomeétre infrarouge Nicolet 6700 Thermo-Scientific (Figure 39a) avec
un accessoire de réflectance totale atténué¢ Smart Orbit. Pour l'analyse, un applicateur de
pression avec un bouton rotatif a été utilisé pour presser l'extrait a 1'état solide et améliorer le
contact avec le cristal de diamant ATR. Le rayonnement infrarouge du spectromeétre avec un
angle d'incidence fixe de 45 degrés au réfléchi a travers du cristal et pénetre dans 1'échantillon
via une onde évanescente. L'évaluation de la région IR moyen de 4000 a 400 cm™ permet de

caractériser 1'échantillon. Les spectres IR sont traités a 1'aide du logiciel OMNIC intégré a
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I’ordinateur de pilotage (Figure 39b). Trois spectres sont collectés pour chaque échantillon afin

de s’assurer de la reproductibilité.

@ ]

Figure 39: (a) Spectrophotometre infrarouge Nicolet 6700 FT-IR Thermo-Scientific ; (b)
Ordinateur de pilotage

11.2.3.2. Criblage phytochimique

Le criblage phytochimique des extraits a été¢ effectué¢ afin d’identifier les grandes familles
chimiques présentes. Les réactifs utilisés pour effectuer le criblage phytochimique ont été
préparés et utilisés selon les protocoles décrits précédemment (Houghton et Raman, 1998;

Akinjogunla et al., 2010). Chaque test a été effectué en triplicat.

R/

s Test des alcaloides :

Pour la détection des alcaloides, 20 mg d'extraits et 10 mL d'une solution diluée d'acide
sulfurique a 10% ont été ajoutés dans un tube a essai. L'ensemble est agité pendant deux
minutes et quelques gouttes de réactif de Mayer sont ajoutées. L'apparition d'un

précipité jaunatre est caractéristique de la présence d'alcaloides.

>

X/
*

Test des flavonoides:

*,

Pour les flavonoides, 2 mg d'extraits ont été dissous dans 2 mL d'éthanol a 95% avec
quelques gouttes d'acide chlorhydrique et 0,5 g de ruban de magnésium dans un tube a

essai. La couleur rose cerise prise par la solution indique la présence de flavonoides.

<+ Test des polyphénols :
Pour les polyphénols, 2 mL d'extraits (1 g/L) sont introduits avec une goutte de solution
aqueuse de perchlorure de fer a 10% dans un tube a essai. L'apparition d'une couleur

noiratre intense, indique la présence de phénols dans les extraits.
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s Test des saponines :
Pour les saponines, 25 mg d'extraits ont ét¢ mélangés a 15 mL d'eau distillée dans un
tube a essai et le tout a été chauffé au bain-marie a 30 °C pendant 5 minutes. Apres
refroidissement, 10 mL de cette solution sont introduits dans un tube a essai et
vigoureusement agit¢ pendant 10 secondes au vortex. La présence d'une mousse

persistante de 1 cm d'épaisseur apres agitation indique la présence de saponines.

X/
°e

Test des stérols et terpénes :

Pour la détection des stérols et des terpenes, 20 mg d'extraits, 3 mL de chloroforme, 10
gouttes d'anhydride acétique et 2 gouttes d'acide sulfurique concentré ont été introduits
dans un tube a essai. L'apparition d'un anneau pourpre violet, virant au bleu puis au vert

indique la présence de stérols et de terpenes.

11.2.3.3. Dosage des composés phénoliques

% Dosage des phénols totaux

Le dosage des phénols totaux a été réalisé a 1’aide de la méthode colorimétrique de
Folin-Ciocalteu décrite par avec une légeére modification. D’abord
une courbe d’¢étalonnage d’acide gallique a six points 0, 10, 30, 50, 80 et 100 ppm a été
réalisée. Les différents extraits ont été dissouts dans le méthanol. Pour réaliser le dosage,
on a introduit de maniére successive dans un tube a essais 0,5 mL de solution d’extrait
a 100 ppm dissous dans le méthanol et 2,5 mL du réactif de Folin-Ciocalteu (dilué¢ 10
fois dans I’eau distillée). Puis 30 secondes apres 1’ajout du réactif de Folin-Ciocalteu,
on ajoute 2 mL de carbonate de sodium 0,7 M. Un blanc est réalisé sans polyphénol.
Les mélanges réactionnels (extraits et acide gallique) correspondant a chaque point de
la gamme et aux extraits, sont agités et incubés pendant 5 min a 50°C dans un bain d’eau
thermostaté. Apres ces 5 min, tous les échantillons sont transférés dans un bain d’eau
froide pour stopper la réaction. Les mélanges réactionnels sont centrifugés a 4,4 rpm
pendant 10 minutes a I’aide d’une centrifugeuse 5702. L’absorbance est lue a 760 nm a
I’aide d’un spectrophotometre UV-Visible (UV-2550, de la marque SHIMADZU).
Chaque test est effectué en triplicat et la teneur en phénols totaux est déterminée par le
biais de la courbe d’étalonnage de 1’acide gallique en calculant la concentration

moyenne des polyphénols présents dans les extraits en mg équivalents d’acide
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gallique/g d’extrait sec. La courbe d’étalonnage réalisée a partir de I’acide gallique est

donnée par la figure 40 ci-dessous :

1,2
! y =0,0096x + 0,0058 __.-’
. R?=0,9997
£0,8
% -0
o~
-
80,6
=)
< .
< R
Z 0.4 '
< ,
.".‘-
0,2
.‘...'
0 @
0 20 40 60 80 100 120

Concentation en équivalent gramme d'acide gallique (ppm)

Figure 40: Courbe d’étalonnage : absorbance a 760 nm avec comme standard 1’acide
gallique.

% Dosage des tannins condensés ou proanthocyanidines

Le dosage des tannins condensés ou proanthocyanidines a été réalisé a 1’aide de la
méthode colorimétrique vanilline-Hel décrite par avec une
légére modification. La courbe d’étalonnage est réalisée a 1’aide de catéchine a six
concentrations 0, 10, 30, 50, 80 et 100 ppm. Les différents extraits ont ensuite été
dissouts dans du méthanol. Pour réaliser le dosage, on mélange dans un tube a essais
0,5 mL de solution d’extrait a 100 ppm dissout dans le méthanol avec 3 mL de réactif
contenant la vanilline dissoute dans du méthanol (4%, poids/volume). 1,5 mL de HCL
concentré (37%) sont alors ajoutés, puis le mélange a été maintenu dans le noir a
température ambiante pendant 15 minutes. L’absorbance de tous les mélanges
réactionnels correspondant a chaque point de la gamme et aux extraits est lue a 500 nm
grace a un spectrophotometre UV-Visible (UV-2550, de la marque SHIMADZU). Le
test est effectué en triplicat et la teneur en tannin condensé est déterminée par le biais
de la courbe d’étalonnage de la catéchine en calculant la concentration moyenne de
tannins condensés présents dans chaque extrait en mg équivalents catéchine/g d’extraits
secs. La courbe d’¢étalonnage réalisée a partir de la catéchine est présentée ci-dessous

(Figure 41).
57



Chapitre II Matériels et Méthodes

0.8

0,7 -
y =0,0063x + 0,0759
R2 = 10,9987

Absorbance a 500 nm
p p uCJ \_O vO
[\) w ESN [ [o))

()

=
—

o

0 20 40 60 80 100 120
Concentation en équivalent gramme de catéchine (ppm)

Figure 41: Courbe d’étalonnage : absorbance a 500 nm avec comme standard la
catéchine

% Dosage des flavonoides :

Le dosage des flavonoides a été réalisé a I’aide de la méthode colorimétrique au chlorure
d’aluminium décrite par avec une légére modification. La courbe
d’étalonnage est réalisée avec de la catéchine a six concentrations 0, 10, 30, 50, 80 et
100 ppm. Pour réaliser le dosage, on introduit de manicre successive dans un tube a
essais 0,5 mL de la solution d’extrait a 100 ppm dissous dans le méthanol, 2 mL d’eau
distillée et ImL de chlorure d’aluminium a 10%, puis on attend 6 minutes. On ajoute
alors 1 mL d’acétate de potassium 1M. Le mélange est laissé a température ambiante
pendant 30 minutes, puis 1I’absorbance de tous les mélanges réactionnels correspondant
a chaque point de la gamme d’étalonnage et les différents extraits est lue a 415nm grace
a un spectrophotometre UV-Visible (UV-2550, de la marque SHIMADZU). Le test est
effectu¢ en triplicat et la teneur en flavonoides est déterminée en calculant la
concentration moyenne des flavonoides présents dans les extraits en mg équivalents
catéchine/g d’extraits sec. La courbe d’étalonnage réalisée a partir de la catéchine est

donnée ci-dessous (Figure 42).
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Figure 42: Courbe d’¢étalonnage : absorbance a 415 nm avec comme standard la
catéchine
I1.2.4. Caractérisation par chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie
de masse (GC/MS)

L'analyse GC/MS a ét¢ effectuée avec une colonne DB-5MS (phase stationnaire (95% diméthyl
/ 5% diphényl-polysiloxane; longueur: 30 m; diamétre interne: 0,25 mm; épaisseur du film:
0,25 pm) avec un chromatographe en phase gazeuse Perkin Elmer Clarus 680 couplé a un
spectrometre de masse Perkin Elmer Clarus SQ8, 1’ensemble étant piloté par le logiciel Turbo
Mass v 6.1 et disposant d'une base de données NIST (National Institute of Standards and
Technology, Gaithersburg, MD, USA) (édition 2011). Avant I'injection, les échantillons ont été
dérivatisés pour faciliter la détection de tous les composés présents. Dans ce but, 1 a 2 mg
d'extraits secs sont solubilisés dans 50 uL. de BSTFA + TMCS a 1% dans un pilulier de 2 mL.
Le mélange est maintenu pendant 120 minutes, pilulier fermé, a 70 °C, pour permettre a la
réaction de silylation d'avoir lieu. Le BSTFA est ensuite ¢évaporé puis les extraits dérivés sont
dissouts dans 1 mL d'acétate d'éthyle. 1 uLL de cette solution est injecté dans le chromatographe
en phase gazeuse a une température d'entrée de 250 °C en mode splitless. L'hélium est utilisé
comme gaz vecteur. Le programme de température est le suivant: 80 °C pendant 2 minutes,
puis chauffage a une vitesse 10 °C min™! jusqu’a 190 ° C, suivi d’un chauffage a une vitesse de
15 °C min™! jusqu’a 280 °C et maintien a cette température pendant 10 minutes, avant un
nouveau chauffage a une vitesse de 10 °C min™' jusqu’a 300 °C et maintien a cette température
pendant 14 minutes. Le programme de chauffage a pu étre selon les cas 1égérement modifié

pour améliorer la résolution de certains échantillons, ce qui a parfois entrainé des temps de
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rétentions différents pour certains composés. Un flux d'hélium de 1 mL.min"! a été utilisé
comme phase mobile. Aprés 1’étape de séparation, les composés sont transférés vers le
spectrometre de masse par une ligne de transfert chauffée a 250 °C et l'ionisation est réalisée
selon la méthode de l'impact électronique (énergie d'ionisation 70 eV). Les composés sont
identifiés sur la base de la comparaison de leur spectre de masse avec la bibliothéeque NIST via
NIST MS Search 2.0 (2011). L'identification a été jugée pertinente pour l'appariement et
'appariement inverse lorsque les valeurs des coefficients étaient supérieures a 900. La figure
43 présente 1’appareil GC/MS ayant servi pour la caractérisation des différents extraits et le

carrousel a pilulier.

Figure 43: Appareil GC/MS.

11.2.5. Essais de durabilité naturelle

La durabilité naturelle du bois de coeur de C.edulis a été évaluée vis-a-vis des champignons
basidiomycetes et vis-a-vis des termites et pour cela les échantillons de bois de cceur de notre

essence ont ¢té préalablement préparés.
I1.2.5.1. Préparation des éprouvettes de bois

A partir des baguettes préalablement fabriquées lors du dimensionnement de nos échantillons,
des éprouvettes du bois de cceur 30x10x5 mm?® ont été dimensionnées respectivement dans les
directions longitudinale, radiale et tangentielle pour des essais en laboratoire. Elles ont été
poncées, numérotées puis séchées a 1I’étuve a 103°C pendant 24h avant d’étre pesées (mo).
Apres les avoir pesées, une partie de ces éprouvettes a été extraite au Soxhlet durant trois
semaines en utilisant le mélange acétone-eau (1/1, v/v) pour évaluer I’influence des extractibles

sur la durabilité naturelle de notre essence. Le solvant d’extraction était rajouté lorsque le besoin
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se faisait ressentir. Un temps particuliérement long est nécessaire pour permettre une extraction

efficace du bois massif comparativement aux extractions menées sur des sciures.

(@)

Figure 44: (a) Eprouvettes poncées 30x10x5 mm? ; (b) Extraction des éprouvettes au
Soxhlet

I1.2.5.2. Confrontation des éprouvettes aux champignons basidiomycétes

Les champignons ont ét¢ cultivés sur un milieu gélosé préparé en additionnant 40 g d’extrait
malt et 30 g d’agar dans un litre d’eau. La solution gélosée a ensuite été stérilisée a 1’autoclave
a 120°C durant 25 minutes. Apres refroidissement (a environ 40°C), le milieu gélosé est réparti
dans les boites de Pétri de 8,5 cm de diametre a raison de 20 mL du milieu gélosé par boite sous
une hotte a flux laminaire et a proximité d’une flamme. Les milieux sont laissés au repos sous
la hotte jusqu’a solidification. Apres solidification, les milieux de culture sont inoculés avec
d’un disque de mycélium fongique prélevé d’une culture de champignon fraichement repiquée.
Puis chaque boite est scellée avec du parafilm. Les boites de Pétri sont ensuite incubées a 22
°C et 70% d'humidité relative dans une enceinte climatique de marque Binder KBF 115 pendant

15 jours pour permettre la croissance du mycélium sur les milieux.

Figure 45: (a) Inoculation du champignon ; (b) colonisation de la boite par le mycélium
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Apres la croissance du mycélium, trois blocs séchés et stérilisés de bois de coeur extrait (my) et
non extrait (mo) de C. edulis sont placés sur de petites grilles en plastique stérilisées dans chaque
boite de Pétri, (la stérilisation étant effectuée en autoclave). Chaque expérience est répétée
quatre fois. Le bois de hétre (fagus sylvatica) a été utilis€ comme témoin de virulence pour les
champignons de la pourriture blanche et, I'aubier de pin (Pinus sylvestris linnaeus) pour les
champignons de la pourriture brune. Des échantillons extraits et non extraits de bois de coeeur
de C. edulis ont également été placés sur un milieu de culture stérile sans inoculation fongique
pour évaluer les pertes de masse dues a la diffusion des extractibles. Les boites de Pétri scellées

avec du parafilm sont incubées a 22°C et 70% d’humidité relative pendant 16 semaines.

Figure 46: Confrontation des éprouvettes de bois aux différents champignons

A la fin de I'essai, les blocs de bois sont raclés avec une spatule pour éliminer le mycélium et
pesés pour obtenir la masse humide (m2) pour le calcul de 'humidité du bois a la fin de 1'essai
fongique. Les blocs sont ensuite séchés a I’étuve pendant 24 heures a 103 °C jusqu'a une masse
constante (m3). La perte de masse (PM) causée par une attaque fongique et la teneur en humidité

(H) sont déterminées selon les équations (7) et (8) ci-dessous :

m _ou mi)-m
PM (%) = O M) o %)
m, ou mi

m2-ms3

H (%) = x 100 ®
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Ou mo est la masse initiale des éprouvettes séchées non extraites, mi la masse des éprouvettes
extraites séchées avant exposition fongique, mz2 la masse des éprouvettes humides apres

exposition fongique et m3 la masse des éprouvettes séchée apres exposition fongique.

I1.2.5.3. Confrontation des éprouvettes aux termites Reticulitermes flavipes

Les tests de durabilité vis-a-vis des termites ont été réalisés sur des éprouvettes extraites et non
extraites de C.edulis. Ces essais screening ont été réalisés au CIRAD a Montpellier dans le
cadre d’une mission scientifique aidée par le GDR 3544 Sciences du Bois. Toutes les
éprouvettes a tester ont été préalablement séchées a 103°C. Les masses anhydres des différentes
éprouvettes ont €té relevées, (mi) pour celles extraites et (mo) pour celles non extraites. Puis,
elles ont été conditionnées a 1’abri de la lumiére dans une enceinte climatique bien aérée et
réglée a une température de 20°C + 2°C et a une humidité relative de 65% + 5% avant d’étre
exposées aux termites (Reticulitermes flavipes, provenant de Soulac-sur-Mer). La procédure de
ces essais a été adaptée de lanorme EN 117 (2013). Chaque échantillon est placé dans une boite
de Pétri de 9 cm de diametre, avec ergots de ventilation, contenant 40 g de sable de
Fontainebleau humidifi¢ (4 volumes de sable/1 volume d'eau distillée). Chaque éprouvette de
bois est placée sur une grille en plastique afin d'éviter la saturation en eau des échantillons. Un
total de 50 termites ouvriers, une nymphe et un soldat sont introduits dans chaque boite de Pétri.
Un fragment de bois (issus de 1’¢levage de départ) de masse inférieure a 0,5 g est ¢galement
introduit dans chaque dispositif. Les boites de Pétri sont ensuite placées a 1’abri de la lumicre,
dans une chambre climatique réglée a 27 + 1 °C, avec une humidité relative supérieure a 75%,
pendant quatre semaines durant lesquelles 1’activité¢ des termites est suivie de facon
hebdomadaire. Six réplicats de chaque modalité ont été réalisés. A la fin de I’essai, les
¢chantillons de bois sont retirés de la boite et nettoyés. Une cotation visuelle des dégats est
réalisée (selon les critéres définis dans la norme EN 117).

- cotation 0 ; aucune attaque

- cotation 1 ; tentative d'attaque

- cotation 2 ; attaque légere

- cotation 3 ; attaque moyenne

- cotation 4 ; attaque forte a destruction totale

Puis le nombre de termites encore en vie est déterminé et leur taux de survie calculé selon
I’équation (9):

Nombre de termites ouvriers en vie apres le test

Taux de survie (%) = 100 )

. . a7 X
Nombre de termites ouvriers utilisés pour le test
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Enfin les échantillons ont été séchés a 103°C, pesés (my) et les pertes de masse dues aux

attaques des termites (PMier) sont calculées selon I’équation (10) ci-dessous :

((myou m1)-mz)

PMeer (%) = x 100 (10)

m, ou mp

I1.2.6. Essais de durabilité conféré par extrait de C.edulis

Afin de mieux apprécier la contribution des extractibles du bois de C.edulis sur sa durabilité
naturelle, des essais de durabilité vis-a-vis des champignons et des termites ont également été
réalisés sur des éprouvettes d’aubier de pin sylvestre (Pinus sylvestris) et de hétre (fagus
sylvatica) imprégnés d’extraits de C.edulis obtenus avec un mélange acétone/eau (1/1, v/v) a
des concentrations de 5 et 10%. Le choix du mélange eau/acétone pour effectuer I’extraction

est réalisé¢ de manicre a extraire aussi bien les extraits lipophiles que les extraits hydrophiles.
I1.2.6.1. Imprégnation des éprouvettes

Les éprouvettes d’aubier de pin sylvestre (Pinus sylvestris) et de hétre (fagus sylvatica) de
dimensions 25%15x5 mm?® (L,R,T) sont mises a sécher pendant 24 heures a 103°C a I’étuve,
puis maintenues a 1'état anhydre jusqu'a leur imprégnation. La masse anhydre avant

imprégnation (mo) a été relevée.

Les éprouvettes ont été imprégnées avec les solutions éthanoliques suivantes :
- Solution d’extrait 5% (100mL) : 5 g d’extrait de C.edulis dans 100 mL d’éthanol.
- Solution d’extrait 10% (100mL) : 10 g d’extrait de C.edulis dans 100mL d’éthanol.

I1.2.6.2. Imprégnation des éprouvettes

Les éprouvettes ont été¢ imprégnées a 1’aide du systéme d’imprégnation décrit ci-dessous :

vide

t
!:

IL 1%{ _ ===  solution d'imprégnation

bloc de bois

Figure 47: Schéma du procédé d’imprégnation
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Durant I’imprégnation, les éprouvettes ont €té soumises aux cycles suivants :

- 15 minutes de vide a 5 mbar ;

- Introduction de la solution d’imprégnation par aspiration a I’aide d’un robinet deux voies
jusqu’a recouvrement complet des éprouvettes ;

- 30 minutes a pression atmosphérique avant d'étre €égouttées, puis séchées pendant 24 heures a

I’étuve a 103°C avant d'étre pesées (mj) .

11.2.6.3. Confrontation des éprouvettes vis-a-vis des champignons basidiomycetes et des

termites Reticulitermes flavipes

Les essais de confrontation des éprouvettes imprégnées d’aubier de pin et hétre aux
champignons et aux termites est réalisé de manicre similaire aux essais décrits dans la section
I1.2.4 Essais de durabilité naturelle. Mais ici, pour les différents témoins de virulence, nous
avons utilisé des éprouvettes d’aubier de pin et hétre imprégnées d’éthanol uniquement. La
figure 48 présente la confrontation des éprouvettes aux termites (Figure 48a) et aux différents

champignons (Figure 48b).

Figure 48: Confrontation des éprouvettes (a) aux termites ; (b) aux différents champignons
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En plus des tests décrits plus haut et pour mieux comprendre la durabilité naturelle de notre
essence d’une part et dans l'optique de leurs valorisations d’autre part, les activités

antifongique, anti-termite et antioxydante des extractibles ont été étudiées.

I1.2.7. Activité antifongique : effet des extractibles sur la croissance des champignons

11.2.7.1. Préparation des milieux gélosés

Pour I’évaluation de I’effet des extractibles sur la croissance des champignons, les tests
antifongiques ont été effectués selon la méthode de Chang et al, 1999 avec une légere
modification. Les différents extractibles ont ét¢ dissouts dans un volume minimal d'éthanol (1
mL maximum). Les milieux gélosés ont été préparés dans des erlenmeyers de 100 mL en
additionnant 4 g d’extrait de malt et 2 g d’agar, puis avec de 1’eau distillée on ajuste jusqu’au
traita 100 mL. Ensuite les solutions gélosées sont stérilisées dans un autoclave a 120°C pendant
25 minutes. Il faut prendre la précaution de boucher les récipients contenant les milieux gélosés
avec du coton cardé et d’envelopper le bouchon avec du papier aluminium. La figure 49 ci-

dessous présente les milieux gélosés avant et apres stérilisation a 1’autoclave.

Figure 49: Milieux gélosés : (a) avant stérilisation ; (b) apres stérilisation a I’autoclave

11.2.7.2. Préparation des différentes concentrations d’extractibles et mélanges aux milieux

gélosés

50 mg et 100 mg des différents extraits solubilisés dans un minimum d'éthanol (1 mL
maximum) sont ajoutés aux milieux gélosés stérilisés (100 mL) afin que la concentration
résultant des mélanges soit respectivement de 500 ppm et 1000 ppm. Nous avons travaillé en
ppm équivalentes a des g/L du fait de la composition indéterminée des extraits. Les mélanges
ont été réalisés a proximité d’une flamme sous une hotte a flux laminaire, puis homogénéisés

et laissé au repos. Aprés refroidissement (a environ 40°C), chaque erlenmeyer contenant les
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milieux gélosés a différentes concentrations d’extraits sont transvasés dans des boites de Pétri
a raison de 20 mL de milieux gélosés stérilisés par boite sous une hotte a flux laminaire et a
proximité d’une flamme. Les milieux sont laissés au repos sous la hotte jusqu’a leur

solidification.
I1.2.7.3. Inoculation de la souche fongique

Apres solidification, les milieux ont alors ét¢ inoculés avec un disque de mycélium fraichement
cultivé des différentes souches fongiques. Pour chaque champignon et chaque concentration,
nous avons préparé trois boites de Pétri avec extraits et trois boites de Pétri avec éthanol sans
extrait comme témoin. Les boites ont été incubées a 22°C et a 70% d’humidité relative dans
une enceinte climatique de marque Binder KBF 115. Tous les jours, la croissance des
champignons a été mesurée, jusqu’a ce que les boites témoins soient totalement envahies (1 a
12 jours selon les cas). L’essai est alors arrété et I’évaluation de la croissance des champignons
représentée sous forme de courbes de croissance en fonction du temps d’incubation afin de

faciliter les interprétations.
11.2.8. Activité anti-termite des extractibles

Pour I’étude de I’activité¢ anti-termite des extractibles, des essais screening rapides ont été
réalisés au CIRAD. Les mémes concentrations d’extraits 500 ppm et 1000 ppm ont été testées.
70 pL de solutions d’extraits a différentes concentrations ont été imprégnées sur des papiers
filtres Whatman préalablement pesés (mo) avant d’étre exposées aux termites (Réticulitermes
flavipes). Les papiers imprégnés des différentes solutions a tester ont ¢té¢ séchés a 1’air libre
20°C - 65% d’humidité relative pendant 2 heures puis pesés de nouveau (m;). Les essais ont
été réalisés dans des boites de Pétri de 9 cm de diamétre, dans lesquelles 40 g de sable de
Fontainebleau humide (1 volume d'eau pour 4 volumes de sable) ont été placés a la périphérie.
Les papiers Whatman imprégnés ont €té placés sur une grille en plastique (pour éviter une
saturation en humidité) au milieu de la boite de Pétri et 20 termites ouvriers ont €té ajoutés a
chaque dispositif de test. Les boites de Pétri ont été ensuite conservées a 1’obscurité a 27°C, et
75% d’humidité relative. Comme témoin, nous avons testé dans les mémes conditions les
papiers témoins, papiers imbibés d’éthanol et boites sans papier filtre (diete). Ces dispositifs
ont fait I’objet d’un suivi régulier tout au long de I’essai. L’essai est arrété lorsque tous les
termites ouvriers dans les boites témoins sont morts (environ 21 jours). A la fin des essais, les

termites survivants sont comptés et leur taux de survie déterminé comme indiqué dans
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I’équation (9). Les échantillons ont été nettoyés et séchés a 1’air libre puis pesés (m2) pour

déterminer les pertes de masses (PMir) dues aux attaques des termites selon 1’équation (11):

mi-m2
PMiter (%) =

x 100 an

Ou myo était la masse initiale stabilisée des papiers Whatman avant I’imprégnation, mi la masse
des papiers Whatman apres imprégnation et séchage a I’air libre avant I’exposition aux termites,
m:2 la masse des papiers Whatman apres imprégnation et séchage a I’air aprés exposition aux
termites. La figure 50 ci-dessous présente la confrontation des papiers Whatman imprégnés de

solution d’extraits aux termites.

Figure 50: Essais termites sur papier Whatman.

I1.2.9. Activité antioxydante des extractibles

Pour I’¢étude de I’activité antioxydante des différentes fractions d’extraits, nous avons utilisé
deux méthodes différentes. Celle utilisant le radical 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl ou DPPH et

celle avec le radical cationique 2,2’-azinobis (3-éthylbenzothiazoline-6-sulfonique) ou ABTS™.
11.2.9.1. Méthode avec le radical libre DPPH

L’activité antioxydante a été estimée en utilisant le radical 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl
inspiré de la méthode décrite par Brand-Williams et al, en 1995. Le DPPH a été préparé en
mélangeant 39,4mg de DPPH solide dans 100 mL de méthanol pur. Puis 20 mL de cette solution
sont prélevés et dilués dans une fiole de 100 mL. Des extraits a différentes concentrations sont
dissouts dans du méthanol. On introduit 1 mL de DPPH (10*M) et 1 mL d’extraits dissous dans
du méthanol dans la cuve d’analyse du spectrophotomeétre. L’ensemble est stocké dans
I’obscurité a température ambiante pendant 30 minutes. Apres cette période, 1’absorbance est

mesurée a 517 nm a ’aide d’un spectrophotometre UV-Visible (UV-2550 de la marque
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SHIMADZU). Le test est effectué en triplicat et I’activité antioxydante des extractibles (AA)
est calculée en pourcentage par rapport au témoin (DPPH seul dans du méthanol sans extrait)
selon 1’équation (12) suivante:

Ao-A

AA (%) =—
0

x 100 12)

Ou Ao est ’absorbance du témoin et A 1’absorbance de la solution de DPPH en présence des
extraits. La concentration efficace pour consommer 50% de DPPH (CEso) est déterminée a
partir de I’équation de la courbe du pourcentage d'inhibition en fonction des concentrations des
échantillons. Les faibles concentrations CEso correspondent aux activités antioxydantes

élevées.

I1.2.9.2. Méthode avec le radical cationique libre ABTS*

L’activité antioxydante a été estimée en utilisant le radical cationique 2,2’-azinobis (3-
¢thylbenzothiazoline-6-sulfonique) inspiré du protocole de avec une légere
modification. L’ABTS" (7mM) a été préparé en mélangeant 384mg d’ABTS solide dans 100
mL de persulfate de potassium (2,45mM). La solution a ensuite été diluée dans une solution de
tampon phosphate de sodium (5mM) de pH=7 afin d’avoir une absorbance a 1,4 a 734 nm. Des
extraits a différentes concentration sont dissouts dans du méthanol. Dans des tubes a essais, on
introduit ImL d’ABTS" et ImL d’extraits dissous dans du méthanol. L ensemble est stocké a
I’obscurité a température ambiante pendant 30 minutes. Apres ce délais, 1’absorbance est
mesurée a 734 nm a 1’aide d’un spectrophotométre UV-Visible (UV-2550 de la marque
SHIMADZU). Le test est effectu¢ en triplicat et 1’activité antioxydante (AA) en pourcentage
pour chaque concentration est calculée par rapport au témoin (ABTS" seul dans du méthanol
sans extrait). Le test est effectué en triplicat et I’activité antioxydante des extractibles (AA) en

pourcentage est calculé par rapport au témoin selon 1’équation (13).

Ao-A
AA(%)=; x 100 13)
0

Ou Ay est I’absorbance du témoin et A ’absorbance de la solution de ABTS" en présence des
extractibles. La concentration efficace pour consommer 50% d’ABTS" (CEso) est déterminée
a partir de I’équation de la courbe du pourcentage d'inhibition en fonction des concentrations
des échantillons. Les faibles concentrations CEso correspondent aux activités antioxydantes

élevées.
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CHAPITRE III

VARIABILITE INTRA-ARBRE DE LA COMPOSITION CHIMIQUE,
QUANTIFICATION ET CARACTERISATION DES SUBSTANCES
EXTRACTIBLES

Dans ce chapitre, sont présentés les résultats obtenus sur la variabilité intra-arbre de la
composition chimique, aussi bien au niveau de la quantification des polymeéres principaux que
de la quantification et la caractérisation des extractibles de notre essence. Le dosage des phénols
totaux, tannins condensés, flavonoides a également été réalisé ainsi que 1’analyse GC/MS

permettant I’identification des composés majoritaires présents dans les extractibles.

II1.1. Variabilité intra-arbre de la composition chimique

Comme indiqué dans le chapitre II, les échantillons ont été prélevés dans le sens radial sur les
différents rondins indiqué dans la figure 35, puis les différentes parties séparées en Aubier
(AU), Zone de transition (ZT), Duramen et Moelle (M). Le Duramen a été séparé en Duramen
externe (DE), Duramen médian (DM) et Duramen interne (DI). Aprés la séparation, les teneurs
en extractible, lignine, cellulose et holocellulose ont été¢ déterminées. Les résultats obtenus sont

consignés dans la figure 51 ci-dessous :
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Figure 51: Variabilité intra-arbre de la composition chimique (moyenne trois essais + écart-
type) des différents compartiments en bois sur la section transversale a partir des rondins : M,
DI, DM, DE, TZ, AU
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Il ressort de la figure 51 que les teneurs en matieres extractibles augmentent de la moelle (5%
rondin de la base ; 4,8% celui du milieu ; 3,9 % celui du haut) vers le duramen externe (11,5%
rondin de la base ; 20,5% celui du milieu ; et 10,4% celui du haut), ou la teneur maximale en
extractible est toujours trouvée, puis diminue vers I’aubier ( 4,8% rondin de la base ; 7,9 %
celui du milieu et 3,8% celui du haut). Cette tendance est la conséquence de la distribution
radiale des extractibles qui présentent une concentration maximale dans la zone duramen
externe-zone de transition. Cette variation radiale est associée aux activités métaboliques
observées dans la zone de transition entre 1’aubier et le duramen externe liée a la formation du
duramen, a I'hydrolyse enzymatique des triglycérides et a une augmentation des acides gras au
cours du processus de duraminisation ( ). Ce type de variation radiale des
substances extractives a déja été signalé chez d'autres especes, par exemple Fagus sylvatica et
Prunus serotina ( ). Cette variation radiale des maticres extractibles explique
d’une part la variabilité de durabilité naturelle que 1’on observe sur le bois de certaines essences
dans la littérature a I’attaque des agents pathogeénes et d’autre part la couleur du bois de certaines
essences qui est étroitement liée a la présence des extractibles. C’est par exemple le cas du bois
du Teck ou la couleur varie selon le plan radial, avec des couleurs plus foncées dans le duramen
interne et des rougeurs dans le duramen externe. Ces résultats sont en accord avec ceux de

, obtenus sur le Teck du Timor de I’Est qui ont montré que le taux
d’extractibles augmente de la moelle (8,3%) a la zone de transition (12,7%) et diminue dans

aubier (9,2%).

Concernant la teneur des différents constituants pariétaux, la teneur en lignine est élevée dans
le rondin du milieu, de la moelle au duramen médian par rapport au rondin du bas et celui du
haut. En revanche la teneur en cellulose est plus élevée dans les rondins du bas et celui du haut,
de la moelle jusqu’au duramen externe par rapport au rondin du milieu. La teneur en
holocellulose est plus ¢levée dans le rondin du bas, de la moelle au duramen externe par rapport
aux autres rondins. La variation radiale des différents constituants parié¢taux dans le bois est
totalement différente de celle des substances extractibles. Ce résultat reflete trés bien le profil
général de variation radiale de la composition chimique dans le bois (

), Une teneur décroissante en lignine de la moelle vers I’extérieur indique que le bois
juvenille devrait avoir une plus grande teneur en lignine et une plus faible teneur en cellulose
( ). Globalement de tres faibles variations radiales et axiales de la composition
chimique ont été enregistrées, Aucune différence significative de la composition chimique n'a

¢té observée entre les différents rondins. Les teneurs particulierement élevées en lignine sont
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cohérentes avec celles trouvées dans la plupart des bois tropicaux contrairement a celles
rencontrées dans la littérature sur les bois tempérés qui sont généralement plus faibles. C’est le
cas du Bilinga (31,2%) ; Doussie (32,2%) ; Okan (34,4%) dans les travaux de

, mais aussi du Teck du Timor oriental (32,2%) dans les travaux de

Pour la suite de 1’étude, nous avons travaillé sur un seul niveau le rondin du bas, qui permettait
un échantillonnage plus aisé des sciures d’écorce, d’aubier et de duramen et le

dimensionnement des éprouvettes.

II1.2. Quantification et caractérisation des substances extractibles

II1.2.1. Teneur en extractibles

Pour la quantification des extractibles, les teneurs en extractibles ont été déterminées a partir
des sciures finement broyées et tamisées (¥=0,160 mm) et séchées des différentes parties de
notre rondin (écorce, aubier, duramen). Dans ce cadre le duramen a ¢été¢ considéré dans sa
globalité. Des extractions successives en utilisant des solvants de polarité croissante
(dichlorométhane, acétone, toluéne/éthanol (2/1 ; v/v) et eau) ont été réalisées au Soxlhet (24h
par solvant) et au Dionex durant 15 minutes sous I’effet combiné de la température et la
pression, 100°C et 100 bars. Dans la littérature en général, c’est le Soxlhet qui est utilisé, le
Dionex ASE 350 a été utilisé afin de comparer les teneurs en extraits pour définir le meilleur
type d’extraction. Les résultats de ces extractions sont présentés dans les tableaux 3 et 4 ci-

dessous :

Tableau 3: Taux d’extraits (moyenne de trois essais = écart-type) obtenu au Soxlhet

Taux d'extraction (%)

Solvant Ecorce Aubier Duramen
Dichlorométhane 4,1+1,0 0,2+0,2 1,1+0,2
Acétone 7+0,7 9,2+0,8 85+0,2
Toluéne/éthanol 3,603 2+0,1 2,9+0,4
Eau 6,3+0,1 32+1 3,6 £0,2
Total 21 +2,1 14,6 £2,1 16,1+ 1,0

Tableau 4: Taux d’extraits (moyenne de trois essais + écart-type) obtenu au Dionex

Taux d'extraction (%)

Solvant Ecorce Aubier Duramen
Dichlorométhane 4,1+0,2 0,2+0,1 1,8 +0,1
Acétone 6,8 +0,8 9,1+04 7,9+0,2
Toluéne/éthanol 0,6+0,2 0,2+0,1 0,7+0,1
Eau 6,3+1,2 3+0,4 4,1+0,3

Total 17,8 £2,2 12,5+1,0 14+ 0,7
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Les résultats montrent que non seulement les taux d’extraits varient d’un solvant a ’autre, d’une
partie du bois a une autre, mais aussi d’une méthode a l’autre. Les taux d’extraits sont
généralement plus ¢élevés pour 1’écorce, suivie du duramen puis I’aubier. Ces résultats sont en
accord avec la littérature. De maniére générale, les données bibliographiques des bois tropicaux
et celles des feuillus comme Acacia, Populus et Salix (

), rapportent les taux d’extraits plus élevés au niveau de 1’écorce que
dans les autres parties de 1’arbre. La valeur totale d’extraits au niveau de 1’aubier se rapproche
de celle du duramen. Ces résultats sont conformes a ceux de qui ont
rapporté en travaillant sur le teck du Timor de I’Est que cette essence montrait des taux
d’extraits respectivement de 9,2% et 10,0% pour I’aubier et le duramen. Les taux d’extraits
obtenus au dichlorométhane sont pratiquement semblables quel que soit le type d’extraction.
En effet, le dichlorométhane est le premier solvant utilisé lors de 1’extraction successive et le
solvant le moins polaire. Pour I’extraction au Soxlhet, le taux d’extraits le plus élevé a aussi été
obtenu avec I’aubier a I’acétone (9,1%) et la valeur la plus faible toujours avec 1’aubier au
dichlorométhane (0,2%). S agissant du Dionex, le taux d’extraits le plus élevé a été obtenu avec
I’aubier a 1’acétone (9,1%) et la valeur la plus faible également avec 1’aubier au
dichlorométhane (0,2%). Lors de I’étude des bois tropicaux par le Centre Technique Forestier
Tropical, on a trouvé pour le movingui des taux d’extractibles variant de 1,3% (extractibles a
I’eau) a 13% (extractibles a 1’alcool-benzéne). Les solvants non polaires extraits
majoritairement des substances apolaires (huiles, graisses, terpénes) alors que les solvants
polaires solubilisent les composés polaires tels que les polyphénols. L’extraction successive qui
combine solvants apolaires et polaires permet de partitionner les extractibles en différentes
fractions facilitant les analyses ultérieures et la somme des extraits avec chaque solvant donne
une idée de la teneur globale en extraits du bois. Le taux d’extrait global des différentes parties
étudiées varie de 21,0% (écorce) a 14,6% (aubier) avec le Soxlhet et de 17,8% (écorce) a 12,5%
(aubier) avec le Dionex. Les totaux en extractibles obtenus au Soxlhet sont plus élevés que ceux
obtenus au Dionex, cette différence est clairement imputable aux faibles valeurs en extractibles
obtenues au Dionex avec le mélange toluéne/éthanol (0,6% écorce; 0,2% aubier; 0,7%
duramen) par rapport a celles obtenues au Soxlhet avec le méme solvant (3,6% écorce ; 3,2%
aubier ; 3,6 duramen) qui pourrait s’expliquer par un temps d’extraction beaucoup plus long au
Soxlhet entrainant ainsi une éthanolyse plus importante des molécules présentes dans la sciure
de bois. De nombreuses ¢tudes menées sur plusieurs essences tropicales ont montré des taux

d’extraits tres variables avec parfois des fortes teneurs de 20 a 22% pour certains bois (
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et al, 2009 ; Sirmah, 2009 ; Mburu et al, 2007 ; Neya et al, 2004 ; Cheumani, 2009). Apres la
quantification des extraits, nous avons effectué¢ des analyses spectroscopique infrarouge a
transformée de Fourier de toutes les fractions d’extraits pour la prédiction des composés

potentiels contenus dans ses derniers.

II1.2.2. Analyses infrarouges FTIR des extractibles

Ces analyses ont été réalisées avec un spectrophotometre infrarouge Nicolet 6700 Thermo-
Scientific avec un accessoire de réflectance totale atténué Smart Orbit. Les spectres infrarouges
des différentes fractions d’extraits d’écorce, du bois de cceur et d’aubier sont respectivement

présentés dans les figures 52 ; 53 et 54 ci-dessous :
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% Analyses infrarouges FTIR des fractions d’extractibles de I’écorce de C.edulis
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Figure 52: Analyses infrarouges des fractions d’extractibles de I’écorce de C.edulis
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* Analyses infrarouges FTIR des fractions d’extractibles de ’aubier de C.edulis
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Figure 54: Analyses infrarouges des fractions d’extractibles de I’aubier de C.edulis
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Les spectres infrarouges des différents extraits obtenus avec différents solvant pour les
différents compartiments du bois de C.edulis sont présentés dans les figures 52, 53 et 54. Les
extraits au dichlorométhane renferment des composés différents de ceux contenus dans les
extraits d'acétone, de toluéne / éthanol ou d'eau. Les pics a 2913, 2849 et 1462 cm™! sont
caractéristiques des vibrations d'é¢longation CH> et CH3 présentes dans les composés tels que
les cires, les graisses et les terpénes. Le pic a 1732 cm™ indique la présence de groupes
carbonyle C = O présents dans les acides gras, des cires, des graisses ou autres composés
renfermant des groupes carbonyle. Les extraits obtenus a [’acétone, avec le mélange
toluene/€thanol (2/1,v/v) et a I’eau présentent des signaux relativement similaires. La présence
de composés phénoliques est caractérisée par la forte bande d'absorption a 3218 cm’
correspondant a la vibration d'élongation de la liaison -OH des structures aromatiques et
aliphatiques. Les fortes bandes d'absorption a 1694; 1512 et 1445 cm’! sont caractéristiques des
vibrations d'é¢longation des liaisons C = C du cycle aromatique, qui peuvent étre attribuées a
des composés aromatiques tels que les tanins, des lignanes, des flavonoides ou autres composés
phénoliques. Les bandes d'absorption a 1322 et 1191 cm™! sont attribuables aux vibrations
d'¢longation d'étirement C-O-C trouvées dans des composés tels que les flavonoides. De
manicre assez surprenante, les extraits a I’acétone, avec le mélange toluéne/éthanol et a I’eau
de I’écorce, I’aubier et le duramen présentent peu de différence au niveau de leur profil FTIR
indiquant la présence de composés relativement similaires. Cette faible variabilité

intraspécifique peut constituer un avantage dans le cadre d’une utilisation ultérieure.

En parallele et pour confirmer les résultats obtenus par FTIR, un screening phytochimique a
été effectué¢ afin d'identifier les principales familles chimiques (polyphénols, saponines,
flavonoides, stérols, terpeénes et alcaloides) présents dans les différents extraits selon les

protocoles décrits précédemment ( ).

I11.2.3. Criblage phytochimique

Plusieurs tests qualitatifs ont été réalisés pour identifier les principales familles de composés
présents dans les différentes fractions d’extractibles afin d’avoir une idée de la composition de
chaque extrait. Les résultats de ce criblage phytochimique sont rapportés dans le tableau 5 ci-

dessous :
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Tableau 5: Criblage phytochimique des extraits obtenus par extractions successives.

Composes a,ct1fs Procédure des Solvant d'extraction  Ecorce Aubier Duramen
recherchés tests
Dichlorométhane - - -
Acétone + - -
Alcaloides Mayer, R
Bouchardat Toluéne/éthanol + + +
Eau + + +
Dichlorométhane - - -
Test de Acétone + + +
Flavonoides :
Shinoda Toluéne/éthanol + + +
Eau + + +
Dichlorométhane - - -
Acétone + + +
Polyphénols Fer () o
chlorure Toluéne/éthanol + + +
Eau + + +
Dichlorométhane - - -
. Pouvoir Acétone + + +
Saponines \
aphrogene Toluéne/éthanol + + +
Eau + + +
Dichlorométhane + + -
Stérols Liebermann Acétone - + -
et terpenes Bouchard Toluéne/éthanol - - -
Eau - - -

(+/-) = présence / absence des composés actifs recherchés.

Il ressort du tableau 5 que les polyphénols, les flavonoides et les saponines sont présents dans
tous les extraits de I’écorce, I’aubier et le bois de cceur de C.edulis, a 1I’exception des extraits au
dichlorométhane. Des réactions positives avec le test au perchlorure de Fer (III) pour les
polyphénols, le test de Shinoda pour les flavonoides et le pouvoir moussant pour les saponines
ont en effet ét¢ obtenues systématiquement. Les alcaloides sont présents dans tous les extraits
d’écorce et dans les extraits au mélange toluene/éthanol et les extraits aqueux du duramen et
I’aubier de C.edulis comme en témoignent la réaction positive avec le réactif de Mayer. Les
stérols et/ou les terpenes ont ét¢ identifiés dans les extraits au dichlorométhane des écorce et
aubier et dans les extraits acétoniques de 1’aubier. Les résultats du screening phytochimique

obtenus sont en adéquation avec les résultats obtenus au niveau de I’analyse infrarouge. La

80



Chapitre Il Variabilité intra-arbre de la composition chimique, quantification et
caractérisation des substances extractibles

présence de toutes les classes de composés dans les bois tropicaux a été reportée dans la
littérature. Killic et Niemz, 2012, lors de I’étude des extractibles de quelques essences
tropicales, ont mis en évidence la présence des composés lipophiles, principalement les acides
gras et des composés hydrophiles (acides phénoliques, flavonoides, stérols, stilbénes et
lignanes). Apres le criblage phytochimique des différents extraits, nous avons procédé au
dosage des phénols totaux, des proanthocyanidines ou tannins condensés et des flavonoides sur
tous les extraits a I’exception de ceux au dichlorométhane qui ne montrent pas la présence de

composés phénoliques suite au criblage phytochimique et aux analyses IR.

I11.2.4. Dosage des phénols totaux

Le dosage des phénols totaux des différents extraits a ¢été réalis¢é a 1’aide de la méthode
colorimétrique de folin-Ciocalteu décrite par Scalbert et al, (1989) avec une légere
modification. Les résultats des dosages sont exprimés en milligramme équivalent d’acide
gallique par gramme d’extractible sec, (mg EGA g'!' d'extrait sec). Les résultats obtenus sont
présentés dans les tableaux 6 et 7 ci-dessous :

Tableau 6: Teneur en phénols totaux des différents extraits obtenus au Soxhlet
(moyenne de trois essais + écart-type)

Teneur en phénols totaux (mg EGA g 'd'extrait sec)

Solvant :
Ecorce Aubier Duramen
Dichlorométhane nd nd nd
Acétone 7284 £ 1,6 656,3+1,4 703,6 £ 1,4
Toluéne/éthanol 5528 +£1,7 510,4+0,8 525,74+ 1,3
Eau 526,3+0,5 273,5+ 1,6 3645+ 1,6

nd: non déterminé.

Tableau 7: Teneur en phénols totaux des différents extraits obtenu au Dionex
(moyenne de trois essais + écart-type)

Teneur en phénols totaux (mg EGA g 'd'extrait sec)

Solvant :
Ecorce Aubier Duramen
Dichlorométhane nd nd nd
Acétone 733,1+£1,3 661,5+1,3 707,1 £ 1,6
Toluéne/éthanol 3948 £0,8 156,2+ 0,4 229,.3+0,8
Eau 561,5+1,3 436,4 +1,2 616,7+ 1,7

nd: non déterminé.

Il ressort de ces tableaux que les teneurs en phénols totaux des différentes fractions d’extraits
varient de 273,5 a 728,4 (Soxlhet) et 156,2 a 733,1 (Dionex) milligrammes équivalent d’acide

gallique par gramme d’extraits sec. On remarque ¢galement que la teneur en phénols totaux
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varie d’un solvant a I’autre, d’une partie du bois a une autre et en fonction du type d’extraction.
Les extraits acétoniques présentent les grandes teneurs en phénols totaux. Ceci s’explique par
le fait que I’acétone est le premier solvant polaire utilisé apres 1’extraction au dichlorométhane
qui n’extrait aucun composé phénolique lors des séries d’extractions successives. Dans tous les
cas, des teneurs assez similaires sont obtenues dans les différents compartiments du bois pour
un méme solvant. Globalement les extraits obtenus au Dionex présentent les teneurs les plus
¢levées en phénols totaux par rapport a ceux obtenus au Soxlhet , excepté pour ceux obtenus au
mélange toluéne/éthanol. Ceci pourrait s’expliquer par 1’effet combiné de la pression et la
température qui assurerait une meilleure extraction des composés phénolique en limitant les
réactions de dégradation. Plusieurs travaux notamment ceux de sur I’étude
de vingt-deux essences tropicales et ceux menés par sur I’activité
antioxydante, teneur en phénols totaux et la composition chimique des extraits de quatre bois
camerounais: padouk (Pterocarpus soyauxii Taubb), tali (Erythrophleum suaveolens), moabi
(Baillonella toxisperma) et movingui (Distemonanthus benthamianus), montrent des résultats
similaires. Ces résultats corroborent parfaitement ceux des analyses FTIR des extraits et du
criblage phytochimique avec la présence des polyphénols dans les fractions acétoniques, au
toluéne/éthanol et aqueuses. Apres avoir dosé les phénols totaux, nous avons déterminé par la

suite les concentrations des proanthocyanidines ou tannins condensés et des flavonoides.

I11.2.5. Dosage des proanthocyanidines et des flavonoides

Le dosage des proanthocyanidines ou tannins condensés a été réalisé a 1’aide de la méthode
colorimétrique de condensation acide de la vanilline décrite par Broadhust et Jones, (1978), le
dosage des flavonoides par la méthode colorimétrique au chlorure d’aluminium décrite par Luis
et al, (2014) avec une légére modification. Les résultats combinés des dosages exprimés en
milligramme équivalent de catéchine par gramme d’extraits sec, (mg ECat g™! d'extrait sec) sont

présentés dans le tableau 8 ci-dessous :

Tableau 8: Teneur en tannins condensés et en flavonoides (moyenne de trois essais = €cart-type)

Teneur en tannins condensés et flavonoides (mg ECat g!) d'extrait sec

Ecorce Aubier Duramen
cgszllg;sl?és Flavonoides cgszll::sl?és Flavonoides cgszll::sl?és Flavonoides
Dichlorométhane nd nd nd nd nd nd
Acétone 1922+1,5 60,2+0,9 1569+2,1 395+1,2 1783+0,9 57,2+0,8
Toluéne/éthanol 156,6 +1,3 586+1,3 121,3+1,7 31,3+1,3 1392+14 554+1,2
Eau 122,4+1,1 30,1+1,1 834+14 21,6+0,8 1184+1,6 282+1,1

nd: non déterminé.
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On constate dans le tableau 8 que les teneurs en tannins condensés varient de 83,4 a 192,2
milligrammes et celles des flavonoides varient de 21,6 a 60,2 milligrammes équivalent
catéchine par gramme d’extraits secs. Ces teneurs en tannins condensés et en flavonoides sont
similaires a celles trouvées par lors de ses travaux sur le role des extractibles
dans la durabilité¢ naturelle du bois de coeur de Dicorynia guianensis Amsh et ceux de

sur les propriétés antioxydantes et antifongiques des extractibles de quatre
bois camerounais ( padouk (Pfterocarpus soyauxii Taubb), tali (Erythrophleum suaveolens),
moabi (Baillonella toxisperma) et movingui (Distemonanthus benthamianus)). Elles varient
¢galement d’un solvant a I’autre et d’une partie du bois a une autre. Les teneurs les plus ¢levées
en tannins condensés et flavonoides sont obtenues avec les extraits acétoniques et les valeurs
les plus faibles avec les extraits aqueux. Ceci peut s’expliquer par le caracteére polaire des
extraits et par le fait que ’extraction a ’acétone est réalisée avant I’extraction a 1’eau lors de
nos extractions successives. Ces résultats sont a nouveau en adéquation avec les teneurs en
extractibles, et les teneurs en phénol totaux enregistrés et ceux obtenu lors de 1’analyses FTIR
des extractibles et le criblage phytochimique réalisé précédemment. Aprés le dosage des
phénols totaux, des tannins condensés et des flavonoides, des analyses chromatographiques en
phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (GC-MS) des extraits des différentes parties

de notre essence ont été réalisées.
II1.3. Chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (GC-MS)

Les analyses GC/MS des extraits des différentes parties de C.edulis ont été réalisées a I’aide
d’un chromatographe Perkin Elmer Clarus 680 couplé a un spectrométre de masse Perkin Elmer
Clarus SQ8, I’ensemble piloté par le logiciel Turbo Mass v 6.1 et disposant d'une base de
données NIST (National Institute of Standards and Technology, Gaithersburg, MD, USA)
(édition 2011). Grace a cette base de données, les composés ont été identifiés et donnés sans
faire mention des groupements triméthylsilyle ajoutés pour la dérivation des extractibles. Lors
de ces analyses, seuls les extraits obtenus a 1’aide de solvants organiques ont conduit a des

résultats exploitables. Aucun signal étant obtenu dans le cas des extraits aqueux.
I11.3.1. Extractibles identifiés au niveau de I’écorce

Sur la figure 55 ci-dessous sont présentés les chromatogrammes des différents extractibles de

I’écorce de C.edulis en fonction des solvants d’extraction.
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L’analyse des différents signaux a I’aide de la base de données NIST a permis d’identifier les

composés présentés dans le tableau 9 :
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Tableau 9: Composés identifiés dans les extraits de 1’écorce de C.edulis

Solvent Réiii?gs giin) Nom de la molécule: Composition (%)
15,68 / 1
16,20 Acide hexadécanoique 8
17,34 Acide trans-9-Octadecenoique 3
19,27 / /
20,04 / /
) . 22,13 1-Monolinoleoylglycerol 1
Dichlorométhane 22.89 / 1
26,19 Stigmastérol 7
26,84 B-Sitostérol 42
27,40 Non identifié 14
27,63 Lupéol 7
28,81 Non identifié 16
7,80 Glycérol 8
10,38 Butane 1
10,49;10,82 méso-Erythritol 2:9
12,17 D-(-)-Ribofuranose 1
12,21;12,96 B-L-Mannopyranose 1;2
13,23 Xylitol 9
14,07 D-(-)-Fructofuranose 3
14,16 d-(-)-Fructose 9
15,13 D-Sorbitol 5
Acétone 15,49 Acide gallique 12
15,54 B-D-Allopyranose 4
15,89 Inositol 3
16,19 Acide hexadécanoique 2
16,34 Myo-Inositol 1
17,34 Acide trans-9-Octadécenoique 6
20,20 / /
21,22 Catéchine 1
21,61 / 1
26,43 Acide ellagique 14
26,84 Non identifié 6
8,44 Glycérol 4
11,53 meso-Erythritol 6
13,97 Arabinitol 6
14,78,14,85 D-(-)-Fructofuranose 3.8
. 15,83 Mannitol 3
Mélange 16,08 Acide gallique 9
toluene/éthanol
Q2/1 ) 16,19 D-Glucose 3
20,27 / 5
21,33 / 3
21,73 Acide octadécanoique 3
21,86 Acide stéarique 4
28,17 Acide ellagique 43
(/) : Colonne.
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111.3.2. Extractibles identifiés au niveau de I’aubier de C.edulis

Les chromatogrammes obtenus par GC/MS suite a I’extraction de I’aubier avec les différents

solvants sont présentés ci-dessous (Figure 56).
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Figure 56: Analyse GC/MS des extraits de I’aubier C.edulis: (a) extraits dichlorométhane ;
(b) extraits acétone ; (c¢) extraits toluene/éthanol
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A partir du traitement des chromatogrammes des différents extraits d’aubier a 1’aide de la base

de données NIST, nous avons identifié les composés présentés dans le tableau 10:

Tableau 10: Composés identifiés dans les extraits de 'aubier de C.edulis

Temps de

Solvent Rétention (min) Nom de la molecule: Composition (%)
14,48 Acide vanillique 2
15,26 Acide tétradécanoique 2
16,79 Acide hexadécanoique 18
17,95 Acid trans-9-Octadécenoique 4
18,99 Acide 9-Décenoique 19
Dichlorométhane 19,49 Acid 5 8,11, 1 fl- 6
Eicosatétraynoique
22,57 Acide tétracosanoique 7
25,19 Acide hexacosanoique 10
28,10 Stigmastérol 10
29,00 B-Sitostérol 21
12,45 D-Xylopyranose 1
13,23 L-(-)-Arabitol 6
14,35 Benzoic acid, 3,4-bis 2
15,12 D-Mannitol 3
15,47 acide gallique 16
) 16,20 Acide hexadécanoique 12
Acétone 17,34 Acide trans-9-Octadécenoique 26
17,80 Acide 9-Octadécenoique 4
21,22;21,24 Catéchine 2:3
21,94 / 1
26,19 Stigmastérol 4
26,87 B-Sitostérol 17
13,97 D-(+)-Arabitol 7
16,08 Acide gallique 7
, 21,38 / 5
Mélange 21,90 Acide Stéarique 11
toluéne/éthanol
/1) 22,71 / 6
24,43 / 6
26,03 / 5
28,23 Acide ellagique 53

(/) : Colonne.

I11.3.2. Extractibles identifiés au niveau du bois de cceur de C.edulis
La figure 57 présente les chromatogrammes des différents extraits du bois de cceur de C.edulis

en fonction des solvants d’extraction.
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Une fois encore, le traitement des chromatogrammes des différents extraits a I’aide de la base

de données NIST, a permis d’identifier un certain nombre de composés (Tableau 11).

Tableau 11: Composés identifiés dans les extraits de 'aubier de C.edulis

Temps de A
solvent Rétention (min) Nom de la molecule Composition (%)
22,64 Acide tétracosanoique 20
25,31 Acide hexacosanoique 54
27,68 Acide Docosanoique 5
Dichlorométhane
29,68 Non identifié 11
33,74 Non identifié 11
16,09 Acide gallique 53
20,31 / 3
Acét 21,38 / 4
cerone 22,73 / 6
24,46 / 3
28,22 Acide ellagique 30
1 Aci 1li 2
Mélange 6,09 cide gallique 0
toluéne/éthanol
2/1,v/
&L 28,29 Acide ellagique 80

(/): colonne

Il ressort que tous ces résultats sont parfaitement en accord avec ceux obtenus lors de I’analyse
des spectres infrarouges des extractibles, du criblage phytochimique et ceux obtenus lors des
différents dosages des composés phénoliques. Ils indiquent que les extraits obtenus avec le
dichlorométhane sont tres différents de ceux obtenus avec tous les autres solvants. De plus, les
résultats des analyses GC/MS confirment sans ambiguité les conclusions faites lors de I’analyse
des spectres infrarouges indiquant la présence de composés lipophiles avec 1’identification de
composés comme les acides hexadécanoique, hexacosanoique ou le stigmastérol et le B-
sitostérol. Les extraits polaires obtenus a I’acétone ou avec le mélange toluéne/éthanol
contiennent principalement des sucres et des composes phénoliques, les extraits de duramen
¢tant particuliecrement riches en acide gallique et ellagique retrouvés de maniére moins
importante dans I’aubier et 1’écorce. Les phytostérols, comme le B-sitostérol ou le stigmastérol
ont également ét¢ identifiés dans les extraits acétoniques de I’aubier résultant probablement de

formes glycosylées pouvant étre extraites a 1’acétone et pas avec le dichlorométhane.
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CHAPITRE 1V
DURABILITE NATURELLE ET
DURABILITE CONFEREE PAR LES
SUBSTANCES EXTRACTIBLES
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CHAPITRE 1V

DURABILITE NATURELLE ET DURABILITE CONFEREE PAR LES
SUBSTANCES EXTRACTIBLES

Dans ce chapitre seront présentés les résultats obtenus lors de 1’étude de la durabilité naturelle
du bois de cceur de C.edulis vis-a-vis des champignons basidiomycetes et les termites
Reticulitermes flavipes ainsi que les résultats de la durabilité conférée aprés imprégnation
d’extraits acétone/eau de C.edulis dans des essences peu durables telles que le hétre (Fagus

sylvatica) et sur I’aubier de pin (Pinus sylvestris linnaeus).
IV.1. Durabilité naturelle du bois de cceur de C.edulis vis-a-vis des champignons

Pour I’étude de la durabilité naturelle, des éprouvettes de 30x10x5 mm? extraites et non
extraites de C.edulis ont ét¢ mises en contact avec des champignons de pourritures blanches et
brunes durant seize semaines en laboratoire afin d’évaluer I’influence des extractibles sur la
durabilité de notre essence. Le bois de hétre a été utilisé comme témoin de virulence pour les
champignons de la pourriture blanche et I'aubier de pin comme témoin de virulence pour les
champignons de la pourriture brune. Les résultats des pertes de masses des éprouvettes dues a

I’attaque des différents champignons sont présentés dans le tableau 12 ci-dessous :

Tableau 12: Pertes de perte de masse corrigées apres 16 semaines d'exposition a différents agents de

pourriture (moyenne de 12 essais + écart type).

Perte de masse corrigée des blocs (%)

Essence de bois Trametes Pycnoporus Rhodonia Coniophora  Gloephyllum
versicolor sanguineus placenta puteana trabeum
Témoin Hétre 489+ 3 50,2+9,5 - - -
Témoin Pin - - 40,6 £7,5 48,5+8,3 353+1,9
C.eduis non 1,3+04 1,28 +0,9 0,4 +0,1 05£0,1  -020,1
extrait
C.edulis
: 19,8 + 0,9 17,5+0,9 10,8 £0,9 12,8 +0,3 8,5+0,7
Extrait

(-): Non testé
Les résultats du tableau 12 indiquent que les pertes de masse des témoins de virulence varient
de 48,9% pour Trametes versicolor a 50,2% pour Pycnoporus sanguineus pour le hétre et de
35,3% pour Gloephyllum trabeum a 48,5% pour Coniophora puteana pour l'aubier de pin. Pour
que les essais soient valables, la norme européenne EN 113 (1996) requiert que les éprouvettes
de controle de virulence montrent des pertes de masse non inférieures au minimum indiquées
selon la souche de champignon considérée, 20% pour les champignons de pourritures brunes et

25% pour les champignons de pourritures blanches. Les essais peuvent ainsi étre validés pour
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tous les champignons utilisés. Les pertes de masse de toutes les éprouvettes de bois de cceur
non extraits de C. edulis sont inférieures a 2%, quel que soit le champignon utilisé indiquant
une bonne durabilité naturelle du duramen de C.edulis aux attaques des pourritures blanches et
des pourritures brunes. Ces résultats sont comparables a ceux obtenus sur d’autres essences du
bassin du Congo par lors de leurs travaux sur 1’étude de la durabilité
naturelle de huit essences camerounaises et sur I’inhibition de la
croissance des champignons avec des extraits et la durabilité naturelle de cinq essences de bois
camerounaises. Les pertes de masse obtenues avec les éprouvettes de bois de coeur de C. edulis
préalablement soumis a 'extraction confirment le réle important joué par les extractibles sur sa
durabilité naturelle. En effet, les pertes de masse des éprouvettes extraites sont comprises entre
10,8 et 19,8% selon le champignon. Des résultats similaires ont été obtenus par

lors de leurs travaux sur le role des extractibles d’essences naturellement durables. De
plus ont ¢galement enregistré des pertes de masse importantes apres
I’extraction de Cupressus lusitanica. Tous ces résultats confortent parfaitement les hypothéses
existant dans la littérature selon lesquelles méme si plusieurs facteurs tels que la densité, le taux
de lignine, les composés inorganiques (le taux de silice par exemple), I’age, la zone
géographique, la saison d’abattage de 1’arbre peuvent expliquer la durabilité naturelle d’une
essence, la teneur en extractibles reste le facteur le plus pertinent. On remarque également que
les éprouvettes sont plus dégradées par les champignons de pourritures blanches que par les
champignons de pourritures brunes. Ceci peut s’expliquer par le fait que, les champignons de
la pourriture blanche peuvent dégrader tous les composants de la paroi cellulaire, y comprise la
lignine. Ils provoquent souvent un blanchiment de la coloration normale du bois. Leur capacité
a métaboliser de grandes quantités de lignine dans le bois est unique parmi les micro-
organismes. Les champignons qui causent la pourriture blanche sont un groupe hétérogeéne qui
peut dégrader des quantités plus ou moins importantes d'un composant spécifique de la paroi
cellulaire. Certains d’eux retirent préférentiellement la lignine du bois en laissant des poches de
cellules blanches dégradées entierement constituées de cellulose, tandis que d'autres dégradent
la lignine et la cellulose simultanément ( ). Alors que les champignons de
pourriture brune dépolymérisent la cellulose rapidement pendant les premiers stades de la
colonisation du bois. Les hydrates de carbone de la paroi cellulaire sont fortement dégradés
pendant I’exposition aux champignons, laissant un substrat modifié riche en lignine. La norme
EN 350-1 (1996) permet de classer la durabilité naturelle en cinq catégories en fonction du
rapport (x) de la perte de masse mesurée chez une espéce durable et de la perte de masse

mesurée chez une espece non durable utilisée dans un contrdle de la virulence. Ainsi donc, les
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valeurs de pertes masses obtenues ont permis de calculer la valeur de (x) pour classer la
durabilité¢ naturelle de notre essence en fonction des différents champignons utilisés. Les

résultats sont consignés dans le tableau 13 ci-dessous :

Tableau 13: Classification de la durabilité basée sur la norme EN 350-1, 1994

Essence de bois Trametes Pycnoporus Rhodonia Coniophora  Gloephyllum

versicolor sanguineus placenta puteana trabeum
C.eduis non _ _ _ _ _
it 1(x=002) 1(x=002) 1(x=001) 1(x=001) 1 (x=0,005)
C.edulis 3(x=040)  3(x=035) 2(x=027) 2(x=026) 2(x=0.24)
extrait ’ ’ ’ ’ ’

1= Tres durable, 2= Durable, 3= Moyennement durable, 4= Peu durable, 5= Non durable.

D’apres le tableau 13, on peut remarquer que les éprouvettes de C.edulis non extraites atteignent
toutes la classification “trés durable” quel que soit le champignon utilisé. En revanche apres
extraction, les éprouvettes passent de “trés durable” a “durable” avec les champignons de
pourritures brunes Rhodonia placenta, Coniophora puteana et Gloephyllum trabeum, tandis
que pour les champignons de pourritures blanches Trametes versicolor et Pycnoporus
sanguineus, les éprouvettes passent de “trés durable” a “moyennement durable”. L’extraction
a donc un effet significatif sur la durabilité naturelle de notre essence. Lorsque les substances
extractibles sont enlevées, le bois devient généralement plus vulnérable aux champignons
lignivores. La durabilité naturelle du bois de cceur peut étre largement attribuée a la quantité et
a la nature des composés extractibles identifiés précédemment, corroborant les résultats de la
littérature selon lesquels les bois durables dont les extractibles sont retirés deviennent sensibles

a la pourriture (Scheffer et Cowling, 1966; Smith et al, 1989).

De méme, 1’ajout des extractibles d’une espeéce durable a un bois d’une essence non durable
peuvent rendre cette dernicre plus résistante a la pourriture (Kamden, 1994 ; Onuorah, 2001 ;
Smith et al, 1989). De nombreuses études évaluant l'effet des extractibles sur I'inhibition de la
croissance fongique (Seppinen et al, 2004; Eslyn et al, 1981; Diouf et al, 2002; Carrillo-Parra
etal, 2012 ; Tchinda et al, 2018) ont conclu que les composés phénoliques et les terpénes étaient
des composés fortement antifongiques. Ainsi, la présence de composés phénoliques dans les
extraits pourrait aider a prédire la durabilité naturelle contre les attaques fongiques. Les
extractibles présentent des activités spécifiques aux microorganismes qui attaquent ’arbre
vivant (Etheridge, 1962; Ohsawa et al, 1992; Wilcox, 1969). De plus, les extraits peuvent
contenir plusieurs composés a faible toxicité qui interagissent de mani€re synergique pour

conduire a une inhibition de 1’attaque fongique (Schultz et al, 1995; Shultz et Nicholas, 2002).
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Enfin, dans certains cas, des espéces comme par Larix spp, produisent de grandes quantités de
maticres extractibles sans pour autant que leur bois présente une forte durabilité naturelle (

DeBell et al, 1999 Srinivasan et al, 1999 ; Hillis, 1987). La figure 58 présente le

développement des champignons sur les éprouvettes extraites et non extraites de C. edulis.

Figure 58: (a) blocs extraits et non extraits exposés a PS ; (b) blocs extraits et non extraits
exposés a TV ; (c) blocs extraits et non extraits exposés a RP; (d) blocs extraits et non exposés
a CP.

Un autre point important pour que les champignons puissent dégrader le bois est la teneur en
humidité (MC). Selon la littérature, la teneur en humidité du bois doit étre supérieure a 20% en
zone tempérée et 30% en zone tropicale pour que les champignons provoquent une dégradation
totale du bois (Blanchette et al, 1990), tandis que Zabel et Morrell, 1992 ont affirmé que la
teneur en humidité entre 40 et 80% était fortement préférable. La teneur moyenne en humidité
des éprouvettes apres 16 semaines d'exposition aux attaques fongiques est présentée dans le

tableau 14 ci-dessous :
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Tableau 14: Teneur en humidité aprés 16 semaines d'exposition a différents agents de

pourriture(moyenne de 12 essais + écart type)

Taux d'humidité (%)
Essence de bois T rai?aetes Pycnogorus Rhodonia Coniophora Gloephyllum
versicolor sanguineus placenta puteana trabeum
Témoin Hétre 50,3 + 10,7 51,3+49 - - -

Témoin Pin - - 49,0+£5,3 53,7+6,7 432+73

C.eduis non 27,4+0,9 27,111 208+1,0  257+18  264%25
extrait

Cedulis 450444 409436 327480 435477 375419
extrait

(-): Non testé

Le tableau 14 montre qu'apres 16 semaines d'exposition des éprouvettes a 70% d’humidité
relative a 22 °C, la teneur en humidité des éprouvettes varie de 20,8 a 53,7% ce qui indique un
¢tat parfaitement approprié pour la dégradation des €prouvettes. Il montre également qu'apres
extraction, les éprouvettes absorbent plus d'humidité. La teneur en matieres extractibles semble
donc influencer la teneur en humidité du bois, qui pourrait expliquer également la durabilité du
bois du fait de son caractére plus hydrophobe. L'encombrement stérique et le caractere
hydrophile des extractibles peuvent expliquer la teneur en eau plus élevée des éprouvettes
extraites corroborant I'effet similaire observé sur le teck ( ). Ces résultats sont

totalement en accord avec les pertes de masse enregistrées sur les éprouvettes.

Apres avoir effectué des essais de durabilité naturelle sur le duramen de C.edulis, nous avons
envisagé la mise en place d’essais de durabilité conférée sur le bois de hétre et sur ’aubier de
pin en imprégnant des extraits de duramen de C.edulis obtenus au Soxhlet au mélange
acétone/eau (1/1, v/v) choisi de maniére a extraire aussi bien les composés polaires que les

composé€s apolaires.

IV.2. Durabilité conférée par les extraits de duramen de C.edulis a des essences peu

durables

Pour apprécier les propriétés antifongiques des extraits de C.edulis, des essais de durabilité
conférée ont été réalisés sur des éprouvettes 25x15x5 mm? d’aubier de pin sylvestre et le hétre
préalablement imprégnées d’extraits au mélange acétone/eau (1/1, v/v) du duramen de C.edulis
a des concentrations de 5 et 10%. Les éprouvettes imprégnées ont été exposées aux différents

champignons testés précédemment durant 16 semaines dans une enceinte climatique a 75%
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d’humidité relative et a 22°C. Les résultats de ces différents essais sont présentés dans les

figures 59 et 60.

s Pertes de masses des éprouvettes avec les champignons de pourritures brunes :
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Figure 59: Pertes de masses des éprouvettes de pin ou de hétre imprégnées ou non avec des
extraits de C.edulis aprés exposition aux différents agents de pourriture brune. (a) Rhodonia
placenta ; (b) Coniophora puteana ; (c) Gloephyllum trabeum
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< Pertes de masses des éprouvettes avec les champignons de pourritures blanches :
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Figure 60: Pertes de masses des éprouvettes de pin ou de hétre imprégnées ou non avec des
extraits de C.edulis apres exposition aux différents agents de pourriture blanches. (a)
Trametes versicolor ; (b) Pycnoporus sanguineus
On peut observer sur les figures 58 et 59 qu’apres 16 semaines d’exposition des éprouvettes
aux différents champignons, les pertes de masse des témoins de virulence sont d’environ 50%
pour les agents de pourritures blanches indépendamment de la nature de I’essence, hétre ou pin.
Dans le méme temps, les pertes de masse des témoins de virulence exposés aux agents de
pourritures brunes sont comprises entre 30 et 48%, les éprouvettes de pin étant toujours un peu
plus dégradées que les éprouvettes de hétre. Les essais peuvent ainsi donc étre validés. On

observe également que, malgré le traitement apporté par I’imprégnation d’extraits du duramen
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de C.edulis aux différentes éprouvettes d’aubier de pin et de hétre, les pertes de masses des
éprouvettes sont toutes supérieures a 10% avec les différents champignons a 1’exception de
Gloephyllum trabeum, pour lequel les pertes de masses des éprouvettes sont inférieures, a 5%.
Cependant, méme si les pertes de masse des éprouvettes imprégnées sont comprises entre 10%
et 25%, elles restent largement inférieures aux pertes de masse mesurées pour les éprouvettes
témoins confirmant le réle de protection des extraits. Ces résultats sont en accord avec les
résultats des pertes de masse obtenus avec les éprouvettes de C.edulis ou les plus faibles valeurs
des pertes de masse ont ét¢ enregistrées en présence des extraits. On remarque également que
les pertes de masse des éprouvettes sont plus élevées avec les champignons de pourritures
blanches qu’avec les pourritures brunes et que les pertes de masse diminuent avec
I’augmentation de la concentration. Elles sont plus élevées chez les éprouvettes imprégnées
avec les solutions a 5% qu’avec celles imprégnées avec les solutions a 10%. Ces résultats sont
parfaitement en accord avec la littérature sur la durabilité conférée notamment les travaux de

concenant 1’utilisation de résines de Dacryodes edulis G.Don
H.J.Lam pour améliorer la durabilité d’essences peu durable comme le hétre et le pin. Apres
ces essais de durabilités naturelle et conférée vis-a-vis des champignons, des essais screening

(rapide) ont été réalisés au CIRAD vis-a-vis des termites.

IV.3. Durabilité naturelle du bois de cceur de C.edulis et durabilité conférée par les extraits

de C.edulis a des essences peu durables vis-a-vis des termites.

Des éprouvettes 30x10x5 mm?® de duramen de C.edulis extrait ou non extraites et des
éprouvettes 25x15x5 mm?® de hétre et d’aubier de pin imprégnées d’extraits du duramen de
C.edulis ont été utilisées pour évaluer la résistance du bois vis-a-vis de Reticulitermes flavipes
selon la procédure décrite par la norme EN 117 (2013). Les résultats des pertes de masses dues

a ’attaque des termites sont présentés dans le tableau 15:
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Tableau 15: Résultats des essais de durabilité des différents blocs de bois C.edulis extraits ou
non extraits et hétre ou pin imprégnés ou non imprégnés d’extraits de C.edulis a 5 ou 10% vis a

vis des termites (moyenne de 6 essais + écart type)

PMier (%) Taux de survie (%) Cotation visuelle
C edulis Non-extrait 0,8+0,2 0,3+0,8 1
Extrait 4,5+0,6 0,0+0,0 3
Témoin simple 10,5+ 1,2 68,0+ 13,0 4
Hétre Témoin Ethanol 9,7+0,5 83,50 £5,3 4
5% Extrait 8,2+0,9 47,7+ 12,4 4
10% Extrait 4,7+£23 16,3 + 26,6 3
Témoin simple 10,9 £0,8 84,0+4,3 4
Pin Témoin Ethanol 17,4 +1,2 84,0+7,5 4
5% Extrait 11,5+49 55,0+41,2 4
10% Extrait 7,7+2,4 30,7 +24,0 4

PM¢er (%) = Perte de masse due aux termites ; Cotation visuelle : “‘0’” - Aucune attaque ; “‘1°’ -

Tentative d’attaque ; ““2°’ - Attaque légére ; ‘3’ - Attaque moyenne ; ‘‘4”’ - Attaque forte.

Le tableau 15 ci-dessus montre qu’apres quatre semaines d’exposition aux termites, les pertes
de masse varient de 0,78% pour les éprouvettes de C. edulis non extraites a 17,38% pour le
témoin éthanol de pin. Les éprouvettes de C.edulis non extraites sont moins dégradées par les
termites avec des pertes de masse inférieures a 1% contrairement aux éprouvettes témoins de
pin et de hétre et celles de C.edulis ayant subies des extractions préalables. De plus, méme apres
I’extraction des éprouvettes de C.edulis, la cotation visuelle varie trés peu de 1 a 3 indiquant
simplement des tentatives d’attaques des termites. Ces résultats indiquent le role important
joués par les extractibles dans la durabilité du bois de cceur de C.edulis vis-a-vis des termites
comme le témoigne clairement les faibles pertes de masse et les faibles taux de survies des
termites. En effet I’analyse GC/MS des extraits du bois de ceeur de C.edulis a montré que ces
extraits sont tres riches en composés phénoliques tels que ’acide gallique et 1’acide ellagique
qui sont, en général, des fragments des tannins hydrolysables qui conférant trés souvent aux
bois leurs résistances aux termites et a la pourriture des champignons. Des résultats similaires
vis-a-vis des champignons et des termites ont été obtenus par lors de
I’étude sur la durabilité naturelle de quatre Eucalyptus Tunisiens spp et leurs compositions
respectives en extractibles, dont les résultats ont montré que les teneurs élevées en acides
gallique et ellagique, en glycérides d'acides gras, en esters d'acides gras et en composés
phénoliques des quatre extraits Eucalyptus conféraient au bois une résistance élevée aux

termites et a la pourriture. On constate également dans ce tableau que le traitement apporté par
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I’imprégnation des extractibles du bois de cceur dans le hétre et 1’aubier de Pin améliore
légérement la résistance de ces derniers vis-a-vis des termites. En effet, les dégats causés par
I’attaque des termites sont moins importants sur les éprouvettes imprégnées avec les solutions
d’extrait 2 10% qu’avec celles imprégnés a 5% comme le témoignent les pertes de masses et
les taux de survies enregistrés ainsi que la cotation visuelle enregistrée, méme si cette dernicre
varie peu avec la concentration. Ces résultats viennent compléter, ceux déja obtenus vis-a-vis
des champignons basidiomycétes concernant la bonne durabilit¢ naturelle du duramen de

C.edulis.
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CHAPITRE V
ACTIVITE ANTIFONGIQUE, ANTI-
TERMITE ET ANTIOXYDANTES DES
SUBSTANCES EXTRACTIBLES
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CHAPITRE V
ACTIVITE ANTIFONGIQUE, ANTI-TERMITE ET ANTIOXYDANTES DES
SUBSTANCES EXTRACTIBLES

Dans ce chapitre seront présentés les résultats des propriétés antifongiques, anti-termites et

antioxydantes des différents extraits de C.edulis

V.1. Activité antifongique : effet des extractibles sur la croissance des champignons

basidiomycétes

Afin de mieux comprendre les résultats obtenus sur la durabilité naturelle de notre essence et
valoriser ses substances extractibles, 1’effet des extractibles sur la croissance de trois
champignons de pourritures brunes (Rhodonia placenta, Coniophora puteana et Gloephyllum
trabeum) et deux champignons de pourritures blanches (Trametes versicolor, Pycnoporus
sanguineus) a ét¢ évalué selon la méthode de avec une légeére modification.
Pour ces essais, nous avons travaillé avec deux concentrations : 500 ppm et 1000 ppm. Ces
résultats sont présentés sous forme de courbes de croissance du mycélium de chaque souche

fongique en fonction du temps d’incubation afin de faciliter les interprétations.
+» Effet des extractibles sur la croissance des champignons de pourritures brunes

Les résultats obtenus sur I’effet des extractibles de C.edulis sur la croissance de Rhodonia
placenta, Coniophora puteana et Gloephyllum trabeum sont présentés dans les figures 61, 62

et 63 respectivement.
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Figure 61: Effet des extractibles sur la croissance de Rhodonia placenta
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Figure 62: Effet des extractibles sur la croissance de Coniophora puteana
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Figure 63: Effet des extractibles sur la croissance de Gloephyllum trabeum
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+»+ Effet des extractibles sur la croissance des champignons de pourritures blanches

Les résultats obtenus sur ’effet des extractibles de C.edulis sur la croissance de Trametes

versicolor et Pycnoporus sanguineus sont présentés respectivement dans les figures 64 et 65.
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Figure 64: Effet des extractibles sur la croissance de Trametes versicolor

107

Extrait au
dichlorométhane

Extrait
acétonique

Extrait
mélange
toluéne/éthanol
(2/1, vIv)

Extrait
aqueux



Chapitre V Activités antifongiques , anti-termites et antioxydantes des substances extractibles

*
X%

oo
oo

O — N Wh UL O
oo
oo

croissance du champignon croissance du champignon croissance du champignon
(cm) (cm) (cm)
O = N W B 0 N 0 0 O O = N W B W &N O 0 O
*

0D <%
00 U

croissance du champignon
(cm)
S = N W A U N O 0 O

Figure 65: Effet des extractibles sur la croissance de Pycnoporus sanguineus
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En observant les figures 61,62 et 63, il ressort en général que I’extrait au dichlorométhane du
duramen de C.edulis a trés peu d’effet sur la croissance de R. placenta, C. puteana et G.
trabeum. A I’inverse les extraits au dichlorométhane de 1’écorce montrent un effet fongistaque
sur la croissance des champignons a 500 ppm et un effet fongicide a 1000 ppm comme le
témoigne les cinétiques de croissance journalieére mesurées. L extrait au dichlorométhane a 500
ppm de I’écorce de C.edulis ralentit la croissance de R. placenta qui ne démarre véritablement
qu’a partir du sixiéme jour. En revanche, avec C. puteana la croissance démarre le huitiéme
jour et avec G. trabeum le neuvieme jour alors que la croissance de tous ces champignons dans
les boites témoins intervient 48 heures apres le lancement des essais. A 1000 ppm, I’extrait
d’écorce au dichlorométhane inhibe totalement la croissance des champignons. Par contre les
extraits obtenus avec 1’acétone, le mélange toluéne/éthanol (2/1, v/v) et I’eau des autres parties
de C.edulis (écorce, duramen et aubier) ont tous un effet fongistatique plus important sur ces
champignons que celui de I’extrait au dichloromethane de 1’écorce a 500 ppm et un effet
fongicide a 1000 ppm. Avec tous ces extraits, a 500 ppm, la croissance de R. placenta ne
commence véritablement que le septiéme jour, le neuvieme jour avec C. puteana et G. trabeum
tandis que la croissance de tous ces champignons dans les boites témoins intervient 24 heures
apres le lancement des essais. A 1000 ppm, ces extraits inhibent aussi totalement la croissance
de ces champignons. Avec les champignons de pourritures blanches (Figure 64 et 65), les
extraits au dichlorométhane du duramen de C.edulis présentent peu d’effet sur la croissance de
Trametes versicolor et Pycnoporus sanguineus contrairement aux extraits dichlorométhane de
I’écorce qui ont un effet fongistatique sur la croissance de ces deux champignons a 500 ppm et
a 1000 ppm comme le montrent les cinétiques de croissance journalieéres de ces champignons.
Sur ces figures a 500 et a 1000 ppm avec I’extrait au dichlorométhane de 1’écorce, la croissance
de T.versicolor ne commence qu’a partir du troisiéme jour comme avec les extraits acétoniques,
toluéne/€thanol (2/1,v/v) et aqueux d’ailleurs. Par contre, avec P.sanguineus la croissance
commence a partir du cinquiéme jour avec ’extrait au dichloromethane de I’écorce a 500 et a
1000 ppm, alors qu’avec les extraits acétoniques, toluene/éthanol et aqueux, elle ne commence
qu’a partir du sixieéme jour a 500 et a 1000 ppm. Dans le méme temps, la croissance des témoins
commence 48 heures apres I’inoculation du champignon. L’analyse de tous ces résultats révele
que les différents extraits de C.edulis ont plus d’effet sur la croissance des champignons de
pourritures brunes que sur celles des champignons de pourritures blanches. Ceci s’explique par
le fait que les pourritures blanches sécrétent des enzymes oxydantes telles que les laccases et
les peroxydases capables de dégrader les substances extractibles. Ces enzymes sont capables

de métaboliser les composés phénoliques limitant ainsi leur toxicité et donc l'efficacité de
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l'extrait pour inhiber la croissance du mycélium (Gochev et Krastanov, 2007). De plus cet effet
augmente avec la concentration. Ces résultats sont semblables a ceux obtenus dans d’autres
¢études de la littérature (Saha-Tchinda et al, 2018 ; Rosdiana et al, 2017 ; Obiang et al, 2016).
Les résultats obtenus avec ’extrait au dichlorométhane de I’écorce sont semblables a ceux
obtenus par Mburu et al, 2007 lors de ses travaux sur les propriétés fongicides et termicides des
extractibles du bois de coeur de Prumus africana montrant que 1’extrait au dichlorométhane,
compos¢ essentiellement de glycosides d’acides triterpéniques comme les acides oléanilique et
ursolique, avait une activité €¢levée sur la croissance de Coriolus versicolor, Poria placenta et

Aureobasidium pullulans avec une inhibition totale pour ces trois champignons a 500 ppm.

Les analyses chromatographiques de I’extrait au dichlorométhane de 1’écorce de C.edulis ont
mis en évidence la présence de composés terpéniques comme le stigmastérol et le B-Sitostérol
décrits dans la littérature (Bédounguindzi et al, 2020 ; Escalente et al, 2002 ; Becker et al, 2005)
pour posséder des propriétés antifongiques et anti-termites pouvant étre a I’origine de ’activité
de cet extrait. Les phytostérols (B-Sitostérol, stigmastérol) présents dans le bois de Coula edulis
sont des molécules trés importantes qui font partie de la famille des stérols (Lercker et
Rodriguez-Estrada, 2000). Ces molécules ont des propriétés biologiques importantes. Les
phytostérols sont biogénétiquement et structuralement proches des stéroides qui sont
biologiquement actifs. De nombreuses études ont montré que les stérols et les alcools
triterpéniques ont des propriétés anticancéreuses sur le cancer du colon, des poumons et de la
prostate (Woyengo et al, 2009 ; Awad et al, 2004 ; Smith-Kielland et al, 1996 ; Raicht et al,
1980). Le stigmastérol a des propriétés antidiabétiques, anticancéreuses, antidiarrhéiques et
antivirales (Venkata Raman et al, 2012). De plus, le sitostérol est le composé qui représente le
mieux les phytostérols, appartenant a la classe des molécules des sterols Liswidowati et al.
(2001). L'activité¢ antifongique du sitostérol végétal a également été mise en evidence par
Mbambo et al. 2012, Lall et al. (2006) ont constaté que les sitostérols ont une bonne activité
inhibitrice contre Aspergillus niger, Cladosporium cladosporioides et Phytophthora sp. Fung.
Les extraits obtenus par extraction a I’acétone, avec le mélange toluéne/éthanol et a 1’eau
présentent des activités similaires a celles obtenus par Rosdiana et al, (2017) lors de la
caractérisation des propriétés antifongiques d'extraits d'écorce de différentes espéces
indonésiennes et de nombreuses autres études de la littérature (Mori et al, 1997; Novriyanti et
al, 2010; Martinez-Sotres et al, 2012). L’analyse GC/MS de ces extraits a confirmé la présence
importante des composés phénoliques tels que 1’acide gallique et 1’acide ellagique ou la

catéchine, bien qu’en faible quantité, qui expliquerait les activités des extraits sur la croissance
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des champignons. En effet, les composes phénoliques sont réputés dans la littérature pour
affecter les membranes des micro-organismes entrainant des fuites du contenu cytoplasmique
(Borges et al, 2013). Le mécanisme d'inhibition dépend de la capacité des fonctions phénoliques
a interagir avec les lipoprotéines cellulaires des membranes, provoquant ainsi l'affaiblissement
de I'homéostasie cellulaire ionique qui détruit la structure cellulaire (Zabka et Pavela, 2013). A
titre indicatif, la figure 66 montre un aspect des observations visuelles effectuées lors des

différents essais sur les champignons testés.

G. trabeum C. puteana R. placenta

P. sanguineus T. versicolor

Figure 66: Quelques aspects des observations visuelles effectuées lors des différents essais
sur les champignons testés

Afin de vérifier I’effet des acides gallique et ellagique identifiés dans nos extraits sur
I’inhibition de la croissance des champignons, des standards d’acide gallique et d’acide
ellagique achetés chez Sigma-Aldrich ont été testés dans les mémes conditions. Compte tenu
du temps a notre disposition, les tests avec les standards ont été réalisés uniquement avec quatre
champignons : les deux champignons de pourritures blanches Trametes versicolor et
Pycnoporus sanguineus et Rhodonia placenta et Coniophora puteana pour les champignons de

pourritures brunes.
« Effet des standards sur la croissance des différents champignons

Les résultats de I’effet des standards obtenus sur la croissance de Rhodonia placenta,
Coniophora puteana, Trametes versicolor et Pycnoporus sanguineus sont présentés dans les

figures 67.
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Figure 67: Effet des standards d’acides gallique et ellagique sur la croissance des différents
champignons (a) : R. placenta, (b) C. puteana, (c) T.versicolor et (d) P.sanguineus
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D’apres les observations faites sur la figure 67, il ressort clairement que les standards d’acide
gallique et d’acide ellagique ont un effet fongistatique sur la croissance des différents
champignons. En effet a 500 ppm et a 1000 ppm on remarque trés bien que les standards d’acide
gallique et d’acide ellagique retardent la croissance journaliere des champignons qui ne débute
respectivement que les troisiémes et cinquieémes jours avec les champignons de pourritures
brunes alors que dans les boites témoins la croissance de ces champignons débute 24 ou 48
heures apres le lancement des essais selon le champignon. Avec les champignons de pourritures
blanches, a 500 ppm et a 1000 ppm, I’effet des standards sur la croissance de Trametes
versicolor est moins important que sur celle de Pycnoporus sanguineus qui ne débute que trois
jours apres le lancement des essais. Tandis que, dans les boites témoins, la croissance de ces
champignons commence 24 heures apres le lancement des essais. On remarque également que
lorsqu’on fait des mélanges de nos standards a différentes concentrations, 1I’effet fongistatique
sur la croissance des champignons augmente suggérant de possibles synergies entre les deux
acides. Cet effet fongistatique est plus important chez les champignons de pourritures brunes
que sur les champignons de pourritures blanches. L'acide gallique a été signalé pour ses activités
antifongiques ( ) mais aussi pour son activité anti-termite (

). L'acide ellagique s'est révélé modérément actif contre les termites ( ).
L'acide gallique a été observé chez plusieurs espeéces et sa quantité varie considérablement,
mais elle est inférieure a celle de l'acide ellagique ( ). Ces deux composés
phénoliques peuvent jouer un role direct dans la résistance aux champignons. Des essais
biologiques in vitro, dans des études antérieures, ont confirmé que l'acide gallique et l'acide
ellagique inhibaient indépendamment la croissance des champignons Phytophthora ramorum
( ). Ces résultats corroborent parfaitement ceux
obtenus plus haut avec nos différents extraits de C.edulis. Apreés 1’évaluation des effets
antifongiques des différents extraits de C.edulis sur I’inhibition de croissance des champignons,

des essais de screening rapide ont été réalisés avec les différents extraits sur les termites.

V.2. Effet des extractibles sur les termites Reticulitermes flavipes

Toujours dans 1’optique de mieux cerner la durabilité naturelle de C.edulis et valoriser ses
substances extractibles, des essais de screening rapide en laboratoire ont été réalisés au CIRAD
pour évaluer les propriétés anti-termites des extractibles. Les mémes concentrations d’extraits
500 ppm et 1000 ppm ont été testées. 70 pul de solutions d’extraits a différentes concentrations

ont ét¢ imprégnées sur des papiers filtres Whatman avant exposition de ces derniers aux

113



Chapitre V Activités antifongiques , anti-termites et antioxydantes des substances extractibles

termites. Les essais ont été arrétés lorsque tous les termites ouvriers dans les boites témoins

sont morts environ (21 jours). Les résultats de ces essais sont consignés dans le tableau 16.

Tableau 16: Activité anti-termite des différentes fractions d’extraits de C.edulis vis-a-vis de

Reticulitermes flavipes (moyenne de 3 essais & écart type).

Compartiment Solvant Concentration  Taux de survie (%) Pertes de Masse (%)

Eau 500 ppm 80,0+2,9 41,6 £2,7
1000 ppm 71,7+5,3 37,3 +8,7

Toluéne/Ethanol 500 ppm 65,0+4,0 28,9 +4,8

(2/1, v/v) 1000 ppm 83+7,6 83+1,8

Ecorce

Acétone 500 ppm 58,3+4,6 22,1 £8,1

1000 ppm 6,6 +7,6 6,7+ 1,6

. , 500 ppm 30,0+ 3,0 14,6 £33
Dichlorométhane 1000 ppm 17429 8.6+ 2.0
Eau 500 ppm 80,0+ 5,0 44,2 +4.,9
1000 ppm 68,3+29 37,0+ 1,0

Toluéne/Ethanol 500 ppm 56,7+4,4 22,4+7.8

(2/1,v/v) 1000 ppm 65,0 + 0,0 20,3 +5,8

Duramen

Acétone 500 ppm 60,0 £5,0 17,6 £+ 1,2

1000 ppm 18,3 +6,1 12,1 £6,5
. , 500 ppm 83,3+2,9 40,9 £ 5,0
Dichlorométhane 1000 ppm 733429 34.6+ 0.9

Eau 500 ppm 78,3 +7,6 39.4+55

1000 ppm 83,3+2,9 33,5+5,3
Aubier Toluéne/Ethanol 500 ppm 90,0 +4,0 29,4+34
(2/1, v/v) 1000 ppm 45,0+£5,0 74+1,1

, 500 ppm 81,754 32,5+4,8

Acctone 1000 ppm 633+3,5 152418
Virulence n.c 70,0 £ 6,1 37,3+6,8

Témoin Ethanol n.c 78,3+5,9 283+43
Diéte n.c 0,0£0,0 0,0+0,0

n.c : non concentré

Les résultats obtenus indiquent que ’activité anti-termite varie avec la partie du bois étudiée,
le solvant d’extraction et la concentration des extraits utilisés comme souvent rapporté dans la
littérature ( ). Globalement, de faibles activités anti-termites ont été observées
avec les extraits d’aubier et du duramen de C.edulis comme le témoignent les forts taux de

survie et les différentes pertes de masse des papiers Whatman enregistrées, en dehors de
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’extrait acétonique du duramen qui présente une activité anti-termite légerement meilleure avec
un taux de survie a 18,3% et une perte de masse de papier Whatman de 12,1% a 1000 ppm. A
I’inverse, les extraits d’écorce présentent des activités beaucoup plus intéressantes. Les plus
fortes activités anti-termites ont été enregistrées avec les extraits d’écorce a 1000 ppm
comparativement aux essais réalisés a 500 ppm. En effet, des taux de survie de 30,0 , 58,3 et
65,0% pour des pertes de masse de papier Whatman de 14,6 , 22,1 et 28,9% ont été¢ mesurés a
500 ppm alors que, dans le méme temps, des taux de survie de 1,7 , 6,6 et 8,3% pour des pertes
de masse de papier Whatman de 8,6 , 6,7 et 8,3% a 1000 ppm respectivement pour les extraits

dichlorométhane, acétone et toluéne/éthanol (2/1, v/v) étaient enregistrés.

Les analyses antérieures notamment le criblage phytochimique et 1’analyse GC/MS des
différents extraits de I’écorce de C.edulis ont permis d’identifier les composés terpéniques tels
que le stigmastérol et le B-sitostérol dans I’extrait au dichlorométhane qui pourrait expliquer la
bonne activité anti-termite de cet extrait. En effet, selon les données de la littérature, il a été
démontré que les phytostérols posseédent des propriétés toxiques, antifédives et répulsives
contre les termites et d’autres insectes (

). Pour les extraits acétoniques et au mélange
toluene/€thanol de 1’écorce, les analyses antérieures et précisément I’analyse GC/MS ont permis
de mettre en évidence la présence de composés phénoliques comme 1’acide gallique et 1’acide
ellagique, pouvant indiquer la présence de tannins hydrolysables permettant d’expliquer la
bonne activité anti-termite de ces extraits. Ces résultats sont corroborés par la littérature qui
explique que les tanins, en raison de leurs propriétés de liaison aux protéines et de 1'inhibition
de plusieurs enzymes digestives, sont connus pour étre fortement astringents (

). ont vérifié que la forte mortalité des insectes traités avec des tanins
condensés et hydrolysables semble étre due aux propriétés toxiques de ces composés et non a
I'inhibition de la digestion. De plus le criblage phytochimique a révélé la présence de composés
phénoliques comme les flavonoides dans ces extraits qui ont un potentiel intéressant comme
agents de lutte contre les termites ( ). Selon

, les flavonoides présents dans le bois ont montré de fortes activités de dissuasion
alimentaire contre les termites souterrains (Coptotermes formosanus Shiraki), et ont suggéré
que ces derniers ont des activités anti-germes contre les termites souterrains. D'autres études
antérieures ont ¢galement signalé l'activité anti-termite des flavonoides (

) ; il a été démontré que les flavonoides, tels que la catéchine, interagissent

avec le récepteur de 1'ecdysone des termites a I'aide d'un test de géne rapporteur et de lignées
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cellulaires sensibles a l'ecdysone (Oberdorster et al. 2001). Compte tenu de la capacité des
flavonoides a se lier au récepteur de l'ecdysone, les flavonoides peuvent affecter d'autres
systémes biologiques chez les termites (Bou¢ et Raina 2003). Ragon et al, (2008) ont émis
I'hypothese que les termites détectaient et évitaient les bois contenant des extraits riches en
molécules antioxydantes, car ces derniers pouvaient interférer avec la digestion de la
lignocellulose par les symbiotes des termites. Ces résultats expliquent parfaitement l'importance
des composés terpéniques et phénoliques dans la résistance du bois aux termites. Dans la
littérature, les extraits de bois présentant une trés bonne résistance aux termites ont été¢ étudiés
pendant de nombreuses années et offrent une certaine garantie en tant que sources de
développement d’agents de lutte contre les termites parce qu’ils constituent un réservoir riche
en composés bioactifs qui présentent, conjointement ou indépendamment, une toxicité, une
dissuasion alimentaire ou une répulsion (Scheffrahn, 1991; Escoubas et al, 1995; Chen et al,
2004). En revanche, le mécanisme exact par lequel les extractibles tuent, dissuadent ou
repoussent les termites n'est toujours pas clairement défini. La figure 68 ci-dessous montre
I’aspect des observations visuelles effectuées sur les papiers Whatman imprégnés d’extraits lors

des différents essais effectués.

Figure 68: Aspect des papiers Whatman imprégnés d’extraits d’écorce apres exposition aux
termites. (a) extrait aqueux ; (b) extrait acétone ; (c) extrait toluéne/éthanol ; (d) extrait
dichlorométhane
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V.3. Evaluation de D’activité antioxydante des extractibles de C.edulis

L’activité antioxydante des différents extraits a été évaluée par deux méthodes. Celle utilisant
le radical (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl) ou DPPH inspirée de la méthode décrite par

et celle utilisant le radical cationique 2,2’-azinobis (3-
éthylbenzothiazoline-6-sulfonique) ou ABTS" inspirée du protocole de ( )
avec une légere modification. Les tests ont été effectués en triplicat et 1’activité antioxydante
des extractibles (AA) calculée en pourcentage d’inhibition par rapport au témoin, puis la
concentration efficace (CEso) pour consommer 50% du radical aprés 30 minutes de réaction
déterminée a partir de 1’équation de la courbe du pourcentage d'inhibition en fonction des
concentrations des échantillons. Les faibles valeurs de CEso correspondent aux activités
antioxydantes les plus élevées. Tous les résultats obtenus avec les deux méthodes sont

consignés dans les tableaux 17 et 18 ci-dessous :

Tableau 17: Activités antioxydantes par dosage du radical DPPH

Test Ecorce Aubier Duramen  Catéchine  BHT
CEso CEso CEso CEso CEso
Dichlorométhane DPPH 7953 +0,4 9554+0,3 12651+03 3,0+02 4,1+0,2
Acétone DPPH 9,6+0,2 114+0,2 8.4+04
Toluéne/éthanol DPPH 10,1+04 129+04 6,6 £0,2
Eau DPPH 21,1+£0,6 27,5+0,2 143+0,6

Les valeurs représentent la moyenne de trois essais + écart-type

CEso Concentration en ppm

Tableau 18: Activités antioxydantes par dosage du radical ABTS+

Test Ecorce Aubier Duramen  Catéchine BHT
CEso CEso CEso CEso CEso
Dichlorométhane ABTS" 532,8+0,2 730,4+0,5 9982+04 1,05+0,4 2,08+0,2
Acétone ABTS" 5,6+0,5 6,0+0,3 5,0+£0,2
Toluéne/éthanol ~ ABTS" 7,6 +0,2 8,6+0,5 4,0+0,1
Eau ABTS" 10,2+£0,7 11,1+02 92+03

Les valeurs représentent la moyenne de trois essais + écart-type

CEso Concentration en ppm

Globalement, il ressort des tableaux 17 et 18 que la capacité des extraits a éliminer les radicaux
libres varie en fonction de la partie du bois étudiée et avec le solvant d’extraction. Tous les
extraits au dichlorométhane des différentes parties de notre essence ont une tres faible capacité
de piégeage des radicaux libres comme le témoigne les concentrations efficaces CEso ¢levées

avec les radicaux DPPH et ABTS". En revanche, tous les autres extraits ont présenté en générale
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une bonne capacité d’inhibition des radicaux libres comme 1’indique les valeurs de CEso
enregistrées. Les plus fortes valeurs d’activité antioxydante ont été enregistrées avec les extraits
acétoniques et au mélange toluéne/éthanol du bois de cceur et I’écorce de C.edulis qui se
rapprochent des valeurs des activités antioxydantes de la catéchine et du BHT, utilisés comme
témoin positifs et dont les valeurs de CEso respectives sont de 3,0 et 4,1 avec le DPPH et 1,05
et 2,08% avec I’ABTS™. Pour les extraits acétone et toluéne/éthanol du bois de cceur de C.edulis,
les valeurs de concentrations efficaces (CEso) sont respectivement de 8,4 et 6,6% avec le DPPH
et 5,0 et 4,0 avec ’ABTS". Avec ceux de I’écorce, les valeurs des concentrations efficaces
(CEso) sont de 9,6 et 10,1% avec le DPPH et 5,6 et 7,6% avec ’ABTS". La bonne activité de
ces extraits s’expliquerait par la teneur et la nature des composés phénoliques qu’ils renferment.
En effet, le role crucial des composés phénoliques sur I’activité antioxydante des extraits n’est
plus a démontrer ( ). De plus toutes les analyses antérieures et
particuliérement les dosages des composés phénoliques et I’analyse GC/MS de ces extractibles
ont permis d’identifier des composés phénoliques comme ’acide gallique et ’acide ellagique,
qui a I’état libre ou impliqués dans la structure de tannins hydrolysables sont réputés dans la
littérature pour leur aptitude a éliminer les radicaux libres. Il est également bien connu que leur
propriété d’inhibition des radicaux libres dépend des éléments constitutifs et du degré
d’oligomérisation. ( ). Ce qui suggere leur potentiel a ralentir le processus
de dégradation du bois en éliminant les radicaux libres produits par les enzymes fongiques
extracellulaires corroborant par la méme occasion les résultats sur 1’activité antifongique de ces
extraits. De plus le criblage phytochimique a permis de mettre en évidence la présence des
flavonoides dans ces extractibles, qui sont connus dans la littérature comme des antioxydants
de haut niveau en raison de leur capacité a piéger les radicaux libres tels que 1'oxygene singulet,
les radicaux libres superoxydes et les radicaux hydroxyles ( ). Ils sont
¢galement connus pour chélater les oligo-éléments impliqués dans la production de radicaux

libres et réguler positivement les défenses antioxydantes ( ).
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CONCLUSION

11 était question dans ce travail de thése de valoriser le bois de C. edulis. Pour cela, la variabilité
intra-arbre de la composition chimique de ses constituants pariétaux a été étudiée. Sa durabilité
naturelle vis-a-vis des champignons et des termites a également été étudiée. Ses substances
extractibles ont été caractérisées et analysées puis la possibilit¢ de leurs valorisations
potentielles comme sources de développement de produits antifongiques, anti-termites et
antioxydantes a été explorée. Les résultats ont révélé, s’agissant de 1’étude de la variabilité
intra-arbre de la composition chimique (constituants pariétaux et extractibles), que
globalement, seule la teneur en extractible varie considérablement radialement et axialement.
En revanche celle de la composition chimique des constituants pariétaux est demeurée
relativement faible, avec une légere diminution de la teneur de ces derniers vers le haut. Aucune

différence significative de la composition chimique n'a ét¢ observée entre les différents rondins.

Les résultats sur la quantification des substances extractibles ont montré que la teneur en
extraits varie avec la partie de I’essence étudiée, le solvant et la méthode d’extraction utilisée.
Les taux d’extraits au niveau de 1’écorce sont plus élevés que dans le duramen et 1’aubier.
L’analyse infrarouge des extraits a révélé la présence de composés comme les cires, les graisses
et les terpenes dans les extraits au dichlorométhane de 1’écorce, I’aubier et duramen de C.edulis
caractérisés par les pics des vibrations d’¢longation des CH» et CHj3 et le pic de la vibration
I’¢longation du groupe C=0O présents dans ces composés. Dans les extraits acétone,
toluéne/€thanol (2/1,v/v) et aqueux, I’analyse infrarouge a indiqué la présence de composés
phénoliques caractérisés par la forte bande d'absorption correspondant a la vibration
d'¢longation de la liaison -OH des structures aromatiques et aliphatiques. Les fortes bandes
d'absorption caractéristiques des vibrations d'élongation des liaisons C=C du cycle aromatique,
qui peuvent étre attribuées a des composés aromatiques tels que les composés phénoliques, les
flavonoides, les lignanes ou d'autres comme les tanins. Les bandes d'absorption attribuables
aux vibrations d'élongation d'étirement C-O-C trouvées dans des composés tels que les
flavonoides. Les résultats du criblage phytochimique ont corroborés ceux obtenus lors des
analyses infrarouges des extractibles en indiquant clairement la présence de plusieurs groupes
de molécules comme les polyphénols, les flavonoides et les saponines dans les extraits
acétoniques, au mélange tolueéne/éthanol (2/1,v/v) et aqueux des différentes parties de notre
essence. Les alcaloides ont été détectés dans les extraits au mélange toluéne/éthanol (2/1,v/v)
et aqueux des différentes parties de C.edulis et dans I’extrait acétonique de I’écorce. Les stérols

et terpénes ont été identifiés dans les extraits au dichlorométhane (sauf dans les extraits au
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dichlorométhane du duramen) de 1’écorce et I’aubier et mélange toluéne/éthanol (2/1,v/v) et

dans I’extrait acétonique de I’écorce.

Les résultats obtenus sur le dosage des phénols totaux, des tannins et les flavonoides ont révélé
des teneurs plus ou moins importantes de ces classes de molécules qui varient pour les phénols
totaux avec la partie de 1’essence étudiée, le solvant et la méthode. Pour les tannins et les
flavonoides, elle varie avec le solvant et la partie de I’essence étudiée également. 11 ressort de
ces résultats que les extraits acétonique renferment globalement les plus fortes teneurs en
phénols totaux, tannins et flavonoides. L’analyse GC/MS des extractibles a permis d’identifier
différents composés dans les extraits. Dans les extraits au dichlorométhane de 1’écorce et de
I’aubier, I’analyse GC/MS a permis d’identifier de nombreux acides tels que I’acide
hexadécanoique et I’acide trans-9-Octadécenoique mais surtout le stigmastérol et le B-Sitostérol
comme compos€s majoritaire de ces extrais. L’analyse des extraits au dichlorométhane du
duramen n’a permis d’identifier majoritairement que des acides comme 1’acide
hexacosanoique, 1’acide tétracosanoique et 1’acide docosanoique. Par contre I’analyses des
extraits acétoniques et celui au mélange toluéne/éthanol (2/1, v/v) des différentes parties de
C.edulis a permis d’identifier une variété de composés comme des sucres. Les acides gras
comme I’acide hexadécanoique et I’acide stéarique, mais surtout des composés phénoliques
comme I’acide gallique, 1’acide ellagique comme composés majoritaires et de la catéchine bien

qu’en faible quantité.

Le bois de C.edulis a montré une trés bonne résistance vis-a-vis des champignons et des termites
Reticulitermes flavipes. Avec les champignons apres seize semaines d’exposition les pertes de
masse de toutes les éprouvettes de bois de coeur non extraits de C. edulis sont inférieures a 2%,
quel que soit le champignon utilisé¢ contrairement a celle extraites dont les pertes de masse
obtenues sont comprises entre 10,8 et 19,8% selon le champignon. Le bois de C.edulis est plus
dégradé par les champignons de pourritures blanches que par les champignons de pourritures
brunes. Avec les termites Reticulitermes flavipes apres quatre semaines d’exposition, les pertes
de masse de toutes les éprouvettes de bois de cceur non extraits de C. edulis sont inférieures a
1% contrairement a celles extraites 4,5%. Tous ces résultats confirment le role essentiel joué
par les extractibles sur la durabilité¢ naturelle de notre essence. Ces extraits ont indiqué des
propriétés antifongiques intéressantes sur la croissance des différents champignons. En effet les
résultats obtenus lors de I’évaluation de 1’effet des extraits sur les champignons ont montré que
I’extrait au dichlorométhane de 1’écorce de C.edulis a un effet fongistaque sur la croissance des

champignons de pourritures brunes a 500 ppm et un effet fongicide a 1000 ppm. Avec les
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champignons de pourritures blanches, ces extraits ont eu un effet fongistatique a 500 ppm et a
1000 ppm. En revanche les extraits acétonique, au mélange toluéne/éthanol (2/1,v/v) et aqueux
ont eu un effet fongistatique important a 500 ppm sur les champignons de pourritures brunes et
un effet fongicide a 1000 ppm sur ces mémes champignons. Avec les champignons de
pourriture blanches, tous ces extraits ont eu un effet fongistatique a S00ppm et a 1000ppm. Il a
¢galement été constaté que 1’effet des extraits sur la croissance des champignons augmentait
avec la concentration. De plus, I’effet des extraits a été plus important sur les champignons de
pourritures brunes que sur les pourritures blanches. Les résultats obtenus avec les standards
d’acide gallique et d’acide ellagique ont corroborés ces résultats. Les résultats obtenus avec les
termites ont montré que ’activité anti-termite varie avec la partie du bois étudiée, le solvant
d’extraction et la concentration des extraits utilisés. En effet les plus faibles activités anti-
termites ont €té enregistrées avec les extraits d’aubier et du duramen de C.edulis. En revanche
les plus fortes activités anti-termites ont été enregistrées avec les extraits au dichlorométhane,
acétoniques et ceux au mélange toluéne/éthanol (2/1,v/v) de I’écorce de notre essence avec des
taux de survie de 30 ; 58,3 et 65% pour des pertes de masse de papier Whatman de 14,6 ; 22,1
et 28,9% a 500 ppm et des taux de survie de 1,7 ; 6,6 et 8,3% pour des pertes de masse de papier
Whatman de 8,6 ;6,7 et 8,3% a 1000 ppm respectivement pour les extraits au dichlorométhane,
acétoniques et ceux au mélange toluene/éthanol (2/1, v/v). Il a également été constaté que 1’effet
des extraits sur les termites augmente avec la concentration. S’agissant de I’évaluation de
I’activité antioxydante des extraits, les résultats ont montré que tous les extraits pouvaient
piéger les radicaux libres. Les plus fortes valeurs d’activité antioxydante ont été enregistrées
avec les extraits acétoniques et au mélange toluéne/éthanol (2/1,v/v) de I’écorce mais surtout
avec le bois de cceur de C.edulis qui se rapprochent des valeurs des activités antioxydantes de
la catéchine et du BHT, utilis€s comme les témoins positifs. Ces extraits présentent un réel

potentiel en tant qu’agents antioxydants.

Tous ces résultats permettent d’affirmer aujourd’hui que la valorisation des différents extraits
du noisetier du Gabon comme source de développement d’agents antifongiques, anti-termites
et antioxydants dans des domaines comme 1’agroalimentaire, la cosmétique et bien d’autres
permettraient non seulement une utilisation optimale de son bois mais également donneraient
une forte valeur ajoutée a I’exploitation de son bois. Les extraits pouvant étre obtenus a partir

des connexes de la transformation du bois.
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Les résultats obtenus lors de ce travail ont d’ores et déja conduit a la rédaction d’un article et

d’un proceeding lors de la conférence scientifique annuelle de IRG sur la protection du bois a

Québec, au Canada en Mai 2019.

)/
A X4

X/
L X4

Bopenga Bopenga CSA, Dumarcay S, Edou Engonga P, Gérardin P (2020)
Relationships between chemical composition and decay durability of Coula edulis Baill
as an alternative wood species in Gabon. Wood Science and Technology.

. (Annexe).

Bopenga Bopenga CSA, Dumargay S, Edou Engonga P, Gérardin P (2019) Coula
edulis baill an unknown wood species as an alternative to the main durable wood species
used in Gabon. Paper prepared for the IRGS50 Scientific Conference on Wood
Protection, Quebec, Canada 12-16 May 2019. (Annexe).

Bien que les résultats obtenus pendant ce travail de thése aient permis la rédaction de deux

articles, dont un déja publié et I’autre en soumission ainsi que la présentation d’un proceeding,

il reste encore beaucoup de points a explorer dans cette étude.

PERSPECTIVES

Pour la suite de ces travaux, il serait intéressant de :

Poursuivre avec 1’étude des propriétés de durabilité naturelle du bois de C.edulis et de

durabilité conférée par les extraits avec des essais de champs ;
D’évaluer les propriétés antibactériennes et tyrosinases des extraits ;

D’intensifier les techniques de caractérisations et d’analyses des extractibles avec

notamment des analyses LC/MS, Maldi-tof-MS ;

D’isoler les composés responsables des activités antifongiques, termiticides et
antioxydantes des extraits en vue de leur valorisation comme agents antifongique, anti-
termite et antioxydant en collaboration avec des industries et de confirmer 1’origine des

activités mesurées dans notre étude ;

D’¢étudier plus en détail les possibilités offertes par des mélange acide gallique /acide

ellagique pour la formulation de produits de traitement du bois ;

Enfin étendre ce genre d’études sur d’autres essences tropicales, et celles du Gabon

particuliérement, dans le but de leur vulgarisation mais aussi pour I’enrichissement des
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données bibliographiques des essences tropicales afin d’étre des outils d’aide a la prise

de décisions des autorités.
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Résume et Abstract

RESUME : Cette étude a eu pour objectif général de valoriser la qualité du bois de C. edulis tout
en étant a la recherche de nouveaux composés biocides valorisables dans des domaines comme
I’agroalimentaire, la cosmétique, la préservation du bois etc...Pour cela, plusieurs expériences ont
été réalisées. Les résultats de I’étude sur la variabilité intra-arbres de la composition chimique ont
montré que seule la teneur en extractible varie considérablement radialement et axialement en
revanche celle de la composition chimique est demeurée relativement constante, avec une légere
diminution vers le haut. Aucune différence significative de la composition chimique n'a été
observée entre les différents rondins. Les résultats sur la caractérisation et les différentes analyses
des extractibles ont montré que la teneur en extractibles varie avec la partie de I’essence étudiée, le
solvant et la méthode d’extraction utilisée. Les taux d’extractibles au niveau de 1’écorce sont plus
¢levés que dans le duramen et I’aubier. Les acides gras comme 1’acide hexadécanoique et I’acide
trans-9-Octadecenoique et les composés terpéniques tels que le stigmastérol et le B-Sitostérol ont
été identifiés comme composés majoritaires des extraits peu polaires. Les sucres et surtout les
composés phénoliques tels que ’acide gallique et 1’acide ellagique ont été¢ identifiés comme
composés majoritaires des extraits polaires. Le bois de C.edulis a montré une trés bonne résistance
vis-a-vis des champignons et des termites. L’extrait peu polaire de I’écorce et tous les extraits
polaires ont montré des activités antifongiques intéressantes et plus importantes sur les
champignons de pourritures brunes que sur les champignons de pourritures blanches. Les meilleures
activités anti-termites ont été obtenues avec les extraits de 1’écorce de C.edulis. Les meilleures
activités antioxydantes ont été enregistrées avec les extraits polaires de 1’écorce mais surtout avec
celles du bois de ceeur de C.edulis qui se rapprochent des valeurs des activités antioxydantes de la
catéchine et du BHT, utilisés comme témoins positifs dans cette étude.

Mots clés : Noisetier du Gabon, extractibles, composition chimique, Antifongique, Anti-termite,
Antioxydant, Durabilité naturelle

ABSTRACT : The general objective of this study was to enhance the quality of C. edulis wood
while being on the lookout for new biocidal compounds that can be used in fields such as the food
industry, cosmetics, wood preservation, etc... Several experiments have been carried out for this.
The results of the study on the intra-tree variability of the chemical composition showed that only
the extractive content varies considerably radially and axially, on the other hand that of the chemical
composition remained relatively constant, with a slight decrease upwards. No significant difference
in chemical composition was observed between the different logs. The results on the
characterization and the various analyzes of extractives have shown that the extractives content
varies with the part of the wood species studied, the solvent and the extraction method used. The
extractives content in the bark are higher than in the heartwood and sapwood. Fatty acids such as
hexadecanoic acid and trans-9-Octadecenoic acid and terpene compounds such as stigmasterol and
B-Sitosterol have been identified as the majority of less polar extracts. Sugars and especially
phenolic compounds such as gallic acid and ellagic acid have been identified as the majority of
polar extracts. C.edulis wood has shown very good resistance to fungi and termites. The low-polar
bark extract and all polar extracts have shown interesting and more important antifungal activities
on brown rot fungi than on white rot fungi. The best anti-termite activities have been obtained with
extracts from the bark of C. edulis. The best antioxidant activities were recorded with the polar
extracts of the bark but especially with that of the heartwood of C. edulis which approximate the
values of the antioxidant activities of catechin and BHT, used as positive controls in this study.

Keywords: Gabon hazel tree, Extractive, Chemical composition, Antifungal, Anti-termite,
Antioxidant, Natural durability
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Abstract

The general objective of this work was to evaluate the quality of the little-known
tropical woods of the Congo Basin, particularly Coula edulis, while looking for new
biocidal products. The natural durability of the hazel tree of Gabon Coula edulis ver-
sus basidiomycete fungi was evaluated with native and extracted samples of heart-
wood against brown rot (Rhodonia placenta and Coniophora puteana) and white
rot (Trametes versicolor and Pycnoporus sanguineus) fungi. The results showed that
non-extracted samples were more durable. Fungal growth inhibition tests using dif-
ferent concentrations of extractives confirmed the fungicidal effects. Percentage of
the different wood polymers and GC-MS analysis of wood extractives were carried
out to examine correlations between durability and wood chemistry. Natural durabil-
ity of Coula edulis could be explained by the unusually high lignin content and the
presence of high amounts of polyphenols like gallic and ellagic acids and tannins.
Coula edulis could therefore be a local alternative to help alleviate wood shortages
in Gabon.

Introduction

The natural durability of wood is defined as its ability to resist biological degradation
caused by fungi, insects and weathering without any chemical treatment (Rowell et al.
2005). In reality, only the heartwood of some species is durable, sapwood being in gen-
eral easily degraded (Rowell et al. 2005). Although several factors like hydrophobic-
ity, density, lignin and extractives contents have been reported to be involved in wood
natural durability, most of the authors agree on the important role played by extractives
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(Neya et al. 2004; Antwi-Boasiako and Pitman 2009; Oliveira et al. 2010; Skyba et al.
2013; Taylor et al. 2002). Extractives content varies widely in wood (Antwi-Boasiako
et al. 2010; Kilic and Niemz 2012; Ndukwe et al. 2012). Extractives are low-molecular-
weight substances found in the porous structure of wood, which are generally lipophilic
or hydrophilic secondary metabolites that are not essential for tree growth. The con-
tent and composition of the extractive substances vary according to the wood samples,
the part of the tree, its age, the location and the season of harvesting as well as the
period and conditions of storage. Extractive substances are responsible for wood char-
acteristics such as color, odor, natural durability and acoustic properties (Aloui et al.
2004). They protect wood from ultraviolet rays, pathogens and herbivores (Harborne
and Williams 2000). They consist of several families of compounds such as waxes,
fats, terpenoids, quinones and a large variety of phenolic compounds (simple phenols,
flavonoids, lignans, stilbenes, tannins, etc.). Phenolic compounds are the most impor-
tant class of extractives presenting antifungal, antioxidant and other properties that are
potentially valuable (Hillis 1972). In addition, naturally durable wood species contain
toxic compounds that are generally polyphenols such as tannins, flavonoids and stil-
benes (Schultz and Nicholas 2002; Oliveira et al. 2010; Nascimento et al. 2013). Some
species also have non-phenolic extractives such as quinones and terpenoids. For exam-
ple, the molecules responsible for the natural durability of Tectona grandis consist of
toxic quinones, which present strong antitermitic and fungicidal properties (Niamké
et al. 2011, 2012). The toxicity of extractive substances correlates with their antioxidant
activity (Schultz and Nicholas 2002; Amusant et al. 2007). The most important agents
of wood biodegradation are fungi and termites (Onuorah 2000; Kokutse et al. 2006,
Mburu et al. 2007; Antwi-Boasiako et al. 2010). However, while natural durability of
most temperate wood species has been well documented (Aloui et al. 2004; Guilley
et al. 2004; Kirker et al. 2013), less information is available on the natural durability
of many Congo Basin wood species (Cirad 2008; Nzokou et al. 2005; Antwi-Boasiako
and Pitman 2009; Antwi-Boasiako et al. 2010). The Congo Basin hosts an exceptional
biodiversity for trees as well as for other flora and fauna. Only a few wood species are
exploited because of their high market value (AGEOS 2016). The direct consequence
of this selective exploitation is the over-utilization of certain wood species. Several
lesser-known species are available in Gabon including the Gabonese hazel (Coula edu-
lis Baill), whose wood is used by the local population for its longevity because of its
resistance to fungi and insects, including termites. The wood is used in the construc-
tion of huts as poles or lintels (Moupela et al. 2010, 2013). The goal of this study was
to better understand the reasons for the natural durability of this species including: (1)
the effect of extractives on decay resistance, (2) the effect of extractives on the fungal
growth inhibition and (3) the role of wood chemistry in relation to durability.

Experimental methods
Reagents

Concentrated sulfuric acid (95-97%), concentrated hydrochloric acid (37%), dichlo-
romethane, acetone, absolute ethanol. toluene, methanol, BSTFA/1% TMCS, iron

@ Springer

152



Annexes

Wood Science and Technology

perchloride, magnesium turn, chloroform and acetic anhydride were purchased
from Sigma-Aldrich, Carlo Erba or Prolabo and used without further purification.
Ultrapure water obtained from a PURELAB Option-Q equipment (Elga) was used.
Mayer’s reagent (potassium mercuric iodide solution), iron perchloride 10% solu-
tion in water and Shinoda reagent (magnesium turn in hydrochloric acid) were pre-
pared in the laboratory from reagent-grade chemicals using previously described
procedures (Akinjogunla et al. 2010). Malt extract and agar were purchased from
Sigma-Aldrich.

Material

Heartwood of Gabon hazel (C. edulis) was obtained from a 50-cm-diameter log
taken from between 1.50 and 2.50 m above the ground. The tree was harvested at
the Ayémé primary forest in Gabon located in the Estuary province. Tree age was
estimated between 50 and 75 years. 30 x 10x5 mm?® heartwood blocks were cut in
the longitudinal, radial and tangential directions, respectively. The blocks were ran-
domly used for the different tests performed. Sawdust of C. edulis baill was pre-
pared using a ball mill (Retsch SM 100), sieved (@ =0.160 mm) and stored in glass
flasks after drying in an oven at 70 °C to avoid extractives degradation.

Extraction

10 g of finely ground, dried heartwood was successively Soxhlet extracted for 24 h
with solvents of increasing polarity: dichloromethane, acetone, toluene—ethanol (2/1,
v/v) and water. Each extraction was performed in triplicate. The extracts were con-
centrated using a rotary evaporator under vacuum, except for the aqueous extracts,
which were lyophilized. The extracts were then dried in a desiccator under vacuum
in the presence of P,O5 and weighed regularly until constant mass (m,). The yield of
extract was determined using Eq. 1:

Yield of extract (%) = (m,/my) % 100 (0

where m, is the mass of extract and m, is the mass of sawdust used for extraction.
The extracts were then recovered and stored in closed bottles in the dark (Neya et al.
2004; Mburu et al. 2007). Blocks of heartwood were extracted to evaluate the effect
of extractives on wood decay durability. The blocks were Soxhlet extracted for three
weeks using acetone—water (1/1, v/v), the apparatus being refueled when needed.
A duration of three weeks was chosen to improve extraction, which is known to be
more difficult on blocks due to a lower exchange surface compared to sawdust (Song
et al. 2012). The blocks were then dried at 103 °C and weighed (m,). Extraction
yield was determined using Eq. 2:

Yield of extraction (%) = [(my—m, ) /mg| % 100 2

where m, is the anhydrous mass of the blocks before extraction dried at 103 °C and
my is the anhydrous mass of the blocks dried at 103 °C after extraction,
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Microorganisms

Two white rot fungi, Trametes versicolor (TV) ((L. ex Fr.) Pilat strain CTB 863
A) and Pycnoporus sanguineus (PS) ((L.: Fr.) Murrill, strain 1904), and two
brown rot fungi, Rhedonia placenta (RP) ((Fries) Cooke sensu I. Eriksson, strain
FPRL 280) and Coniophora puteana (CP) ((Fr.) Karst., strain BAM Ebw. 15),
were used to assess wood durability and growth inhibition of extracts.

Decay durability tests

The fungi were grown on 4% malt extract agar in 9-cm-diameter Petri dishes.
Each box was then covered and sealed with parafilm. Petri dishes were incubated
at 22 °C and 70% relative humidity for 15 days to allow growth of the mycelium
on media. Three 103 °C oven-dried and sterilized blocks of extracted (m,) or non-
extracted (m) heartwood of C. edulis were placed on small sterilized plastic grids
in each Petri dish, sterilization being performed in an autoclave. Each experiment
was repeated four times. Beech (Fagus sylvatica) wood was used as the virulence
control for the white rot fungi, whereas pine sapwood (Pinus sylvestris L.) was
used for the brown rot fungi. Extracted and non-extracted samples of C. edulis
heartwood were also placed on sterile culture medium without fungal inocu-
lation to evaluate mass losses due to diffusion of extractives. The Petri dishes
were sealed with parafilm and incubated at 22 °C and 70% relative humidity for
16 weeks, according to European standard EN 113. At the end of the test, wood
blocks were scraped clean of mycelium and weighed to obtain wet mass (m,) for
calculation of wood moisture at the end of the fungal test. The blocks were oven-
dried for 48 h at 103 °C until constant mass (m,). The mass loss (ML) caused by
fungal attack and the moisture content (MC) were determined as follows:

ML (%) = ((mgorm;)—mj)/(mgyorm;) x 100 3)

MC (%) = ((my—my)/ms3) x 100 )

where m, is the initial dried mass of unextracted blocks, m, is the dried mass of
extracted blocks before fungal exposure, m, is the mass of wet blocks after fungal
exposure, and m; is the dried mass of blocks after fungal exposure.

Corrected mass loss was calculated as follows:

MLcurmclal (%) = ML (%) - MLdiITusi(m (%) (5)

where ML ;g qion 18 the mean of mass loss values obtained for diffusion tests.

Inhibition of fungal growth by extracts

Growth inhibition tests were performed according to the method of Chang et al.
(1999) with a slight modification. 50 mg or 100 mg of the different extracts
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solubilized in the minimum amount of ethanol (1 mL maximum) were added to
100 mL of sterile 4% malt extract agar solution in Erlenmeyer flasks; the result-
ing media contained 500 ppm or 1000 ppm of extracts, respectively. After cool-
ing, 20 mL of media was poured in each plate. The media was inoculated at the
center with a piece of agar cut from freshly grown mycelium of the different fun-
gal strains. Each fungus and extract concentration were evaluated on three Petri
dishes without extract and three Petri dishes with extracts. The dishes were incu-
bated at 22 °C and 70% RH. Mycelial growth was assessed by measuring two per-
pendicular diameters of the colony daily until the mycelium completely colonized
the surface of the control plates, after over approximately 10-15 days depending
on the fungal strain. The data were used to plot growth curves over time.

Fourier transform infrared spectroscopy analysis

The dried extracts were analyzed by infrared spectroscopy using a Nicolet 6700
infrared spectrophotometer, Thermo Scientific with a Smart Orbit attenuated total
reflectance (ATR) accessory. For analysis, a pressure applicator with a rotary knob
was used to press the dry extract to confirm proper contact with the ATR diamond
crystal. The infrared radiation of the spectrometer with a fixed angle of incidence of
45° was reflected through the crystal and entered the sample through an evanescent
wave. The evaluation of the mid-IR region from 4000 to 400 cm™" allowed the char-
acterization of the sample. The graphics were plotted using OMNIC software. Three
spectra were collected for each sample to obtain representative spectra.

Phytochemical screening

The reagents used to perform the phytochemical screening of the extracts were
prepared and used according to previously described protocols (Houghton and
Raman 1998; Akinjogunla et al. 2010). For detection of alkaloids, 20 mg of
extract and 10 mL diluted 10% sulfuric acid solution were added to a test tube
and stirred for two minutes, and a few drops of Mayer’s reagents were added. The
appearance of a yellowish precipitate with Mayer’s reagent was characteristic of
the presence of alkaloids. For flavonoids, in a test tube, 2 mg of extract was dis-
solved in 2 mL of 95% ethanol with a few drops of hydrochloric acid and 0.5 g
of magnesium ribbon. A pink cherry color of the solution indicated the presence
of flavonoids. For the polyphenols, 2 mL of extract (1 g/L) was introduced with
a drop of 10% iron perchloride aqueous solution in a test tube. The appearance
of an intense blackish color showed the presence of phenols in the extracts. For
the saponins, 25 mg of extract was mixed with 15 mL of distilled water in a test
tube and the whole was heated in a water bath (30 °C) for 5 min. After cool-
ing, 10 mL of this solution was introduced into a test tube and vigorously stirred
for 10 s by vortexing. The presence of a persistent foam, 1 cm thick after shak-
ing, indicated the presence of saponins. For the detection of sterols and terpenes,
20 mg of extract, 3 mL of chloroform, 10 drops of acetic anhydride and 2 drops
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of concentrated sulfuric acid were introduced into a test tube. The appearance of
a purple ring turning blue and then green indicated the presence of sterols and
terpenes. All the tests were done in triplicate.

GC-MS analysis

GC-MS analysis was carried out with a stationary phase DB-5MS (95% dime-
thyl/5% diphenyl-polysiloxane; length: 30 m; internal diameter: 0.25 mm; film
thickness: 0.25 pm) column using a Perkin Elmer Clarus 680 gas chromatograph,
coupled to a Perkin Elmer Clarus SQ8 mass spectrometer, a set driven by the
Turbo Mass software version 6.1 and having a NIST database (National Institute
of Standards and Technology, Gaithersburg, MD, USA) (2011 edition). Prior to the
injection, the samples were derivatized to facilitate the detection of all compounds
present. For this purpose, 1-2 mg of dry extract was solubilized with 50 pl of 1%
BSTFA +TMCS in a 2-mL vial. This preparation was incubated for 120 min, vial
closed, at 70 °C to allow the silylation reaction to take place. The BSTFA was evap-
orated, and then, the derivatized extractives were dissolved in 1 mL of ethyl ace-
tate. 1pL of this solution was injected at 250 °C inlet temperature in splitless mode.
Helium was used as carrier gas. A typical temperature schedule was 80 °C for 2 min,
heating at 10 °C min™' to 190 °C, followed by 15 °C min~! to 280 °C and main-
tained at this temperature for 10 min, heated again at 10 °C min~! to 300 °C and
maintained at this temperature for 14 min. The heating schedule was slightly modi-
fied to improve the peak resolution for some samples, leading to different retention
times for a compound. Helium flow of 1 mL min~! was used as mobile phase. After
this separation step, the compounds were transferred to the mass spectrometer by a
transfer line heated at 250 °C and ionization was achieved by the electron impact
method (70 eV ionization energy). The components were then identified on the
basis of comparison of their mass spectra with the NIST library through the NIST
MS Search 2.0 (2011). Identification was considered as relevant for the match and
reverse match when coefficient values were above 900 out of 1000.

Chemical composition

All analyses were adapted from previous procedures with slight modifications (Row-
ell et al. 2005; Candelier et al. 2013) and performed in triplicate. Ten g of C. edulis
sawdust was Soxhlet extracted successively with a mixture of toluene/ethanol (2/1,
v/v) for 24 h, followed by ethanol for additional 24 h. The toluene—ethanol and etha-
nol extracts were mixed together and the solvent evaporated under vacuum using a
rotary evaporator. The extracts were dried in a desiccator under vacuum in the pres-
ence of P,Os and weighed regularly to constant mass. The extractives content was
determined using Eq. 1 (see “Extraction’ section). The sawdust was recovered and
then oven-dried at 103 °C for 48 h prior to the determination of Klason lignin, cel-
lulose, holocellulose and hemicelluloses contents.
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Klason lignin content

The lignin fraction was obtained by removing the polysaccharides. 0.175 g
of extractive-free sawdust dried at 103 °C was mixed in a centrifuge tube with
1.5 mL of sulfuric acid (72%) and stirred at 30 °C for 1 h. The tube was then
placed in a 250 mL beaker and autoclaved for 90 min at 120 °C. After autoclav-
ing, the mixture was diluted with 100 mL of distilled water and filtered through a
Biichner funnel. Finally, the black Klason lignin residue was obtained by drying
at 103 °C for 24 h, thus ensuring a stability of the mass. Lignin content was deter-
mined according to the following formula:

Klason lignin content (%) = (lignin dry mass (g)/0.175 g) x 100 (6)

Cellulose content

The cellulose fraction was obtained by mixing 1 g of extractive-free sawdust with
40 mL of ethanol and 10 mL of nitric acid and refluxing for 3 h of hydrolysis at
100 °C. The mixture was filtered after each hour making sure to retain the insolu-
ble part. After the third hour of hydrolysis, the mixture was filtered and rinsed
thoroughly with distilled water and then with ethanol and dried at 70 °C for 72 h.
The mass of the residual cellulose (white residue) obtained was weighed, and
then, the cellulose content was calculated according to the following formula:

Cellulose content (%) = (cellulose dry mass/1) x 100 (7)

Holocellulose content

The holocellulose fraction was obtained by adding 80 mL of distilled water to
2 g of extractive-free sawdust, 0.5 mL of acetic acid and 1 g of sodium chlorite.
The mixture was heated to 70 °C. After 1 h, 0.5 mL of acetic acid and 1 g of
sodium chlorite were added by stirring. This operation was repeated each hour for
7-8 h (time required to degrade the lignin). The mixture was cooled and filtered
on tared paper in a Biichner filter. The filtrate was washed with distilled water
until the yellow color and chlorine dioxide odor were removed. The white residue
(holocellulose) remaining on the filter paper was then washed with acetone and
dried at 103 °C for 24 h. The holocellulose content was determined by the follow-
ing formula:

Holocellulose content (%) = (holocellulose dry mass/2) x 100 (])
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Statistical analysis

XLSTAT 2019 was used, and the results were presented as the main values rep-
resenting the mean of repetitions + standard deviations. For the tests of natu-
ral durability, a student test was carried out between the mass losses obtained
with extracted and non-extracted blocks. Values were statistically significant at
p<0.05.

Results and discussion
Extractives contents

The extractive yield varied with solvents (Table 1).

The yield was lowest with dichloromethane (1.1%), probably due to the limited
amounts of nonpolar compounds in C. edulis heartwood. The highest extract content
was obtained with acetone (8.5%). None of the solvents used removed all extractives
because of their different solubilities. Previous studies suggest that the nonpolar sol-
vents mainly extract oils, grease or terpenes, while polar solvents removed polyphe-
nols such as lignans, stilbenes, flavonoids and tannins. The total yield of extractives
reached 16.1%, which is similar to the extractives content of many tropical species
(Huang et al. 2009; Mburu et al. 2007; Neya et al. 2004; Sablik et al. 2016; Saha
Tchinda et al. 2013, 2014).

Natural resistance of wood blocks against fungal attack

To evaluate the effect of extractives on the natural durability, a total extraction of
wood blocks has been achieved. Total extraction yield from sawdust was 16.1%,
while total extraction yield from blocks extracted over 3 weeks with acetone/water
was 12.9%. As expected, extraction was slightly less effective on blocks than saw-
dust; however, the values were similar. Results concerning white rot and brown rot
decay durability of C. edulis extracted or not heartwood are presented in Table 2.
Mass losses of the virulence controls ranged from 48.9% for T. versicolor to
50.2% for P. sanguineus for beech and 40.6% for R. placenta and 48.5% for C. pute-
ana for pine sapwood. To be valid, the European standard EN 113 (1996) requires

Table 1 Extractives recovered : ”

Solvent Yields (%)*
from C. edulis heartwood SR i S
sawdust with solvents with

; = Dichloromethane 1.1£0.2
increased polarity Acet 85402
cetone D +0,
Toluene/ethanol 29+04
Water 3.6+02
Total 16.1+1

“Values represent means of three replicates + one standard deviation

‘2_) Springer

158



Wood Science and Technology

Annexes

alqeanp jou = ¢ ajqrimp AYSis =4 2[qEInp APIRPDPOL = ¢ )qrInp=7 ‘ajqeinp L1op = lg

UONRIAQD PIEpuR]S ouo T saqeatjdal 2011 jo susaw juasaidal sanjua ,

sinpa

(Lzo=x)¢ £0FRTI (9T 0=%¢ 60F801 (Ceo=x¢ 60FSLL (Oro=%¢ 60Fg6l 0 papenxy
(100=2) 1 10F<0 (100=%) 1 0F+0 (zo0=21 60F8T1 (To0=%)1 POFEL s1npa )

= €8T CRY = CLFYOY - = - = [onuod auig

- - - - = CaFT 08 - CF6'S [0nuod yoaayg

GounyuEl JounueI JBuruel
JBunyues fipqeng (%) "IN Amqung (%) TN Anpqeng (%) TN fnpqeing (%) "IN

vupamd proydonie) pruadvd muopoyy snaumsuvs sniodoussy AOJOIISAIA SHINL] saadg

1-058 NH uo pasiqg _.ﬂ.-___n_ﬂ.:._—u m_.—__u_._&m@._hﬁ.u a1 JO LONEIYISSE[D pue mm_.——._.._ uziagp oy amsodxa JO 5Y22M Q[ J21JE SHJ0[( pooMm sHynpa °7) JO SSO[ SSEW pa1xxuLIo]) g 2jqel

pringer

@ s

159



Annexes

Wood Science and Technology

minimum WL of 30%. All fungi tested met this requirement. Mass losses of all non-
extracted heartwood blocks of C. edulis were less than 2%, regardless of the fungus
used indicating that this species is resistant to attack by white or brown rot. These
results are comparable to those obtained by Nzokou et al. (2005) and Saha Tchinda
et al. (2018) for Cameroonian wood species. Mass losses obtained on C. edulis wood
blocks previously subjected to extraction confirmed that extractives were critical for
durability since mass losses were between 10.8 and 19.8% depending on the fun-
gus. Similar results were obtained by Mohareb et al. (2010), who found higher mass
losses after the extraction of Cupressus lusitanica. Kirker et al. (2013). also showed
the role of extractives in naturally durable wood species. EN 350-1 (1996) classi-
fies natural durability into five categories according to the ratio (x) of the mass loss
measured in a durable species and the mass loss measured in a non-durable species
used in a virulence control:

Very durable (class 1) if x<0.15

Durable (class 2) if 0.15<x<0.30
Moderately durable (class 3) if 0.30 <x <0.60
Slightly durable (class 4) if 0.60 <x<0.90
Not durable (class 5) if 0.90<x

Non-extracted wood blocks were very durable according to this standard, while
extraction clearly reduced durability without suppressing it completely (Table 2).
The natural durability of C. edulis can largely be attributed to the presence of
extracts rich in phenolic and polyphenolic compounds as indicated by the high
extraction yields obtained with acetone. Indeed, numerous studies evaluating the
effect of extractives on the inhibition of fungal growth (Seppiinen et al. 2004; Eslyn
et al. 1981; Diouf et al. 2002; Carrillo-Parra et al. 2012) concluded that phenolic
compounds and terpenes were strong inhibitors. Thus, the presence of phenolic com-
pounds in the extracts might help to predict natural durability against fungal attack.
Another important point for fungi to degrade wood is the moisture content (MC).
According to the literature, the moisture content of wood must be higher than 30%,
so that fungi cause total wood degradation (Blanchette et al. 1990), while Zabel and
Morrell (1992) claimed that moisture contents between 40 and 80% were highly
preferable. Average moisture contents of wood blocks after 16 weeks of exposure to
a fungal attack are presented in Table 3.

The moisture content of the blocks ranged from 20.8 to 53.7%, indicating that
conditions were generally suitable for wood degradation. The results also indicated
that extracted wood absorbed more moisture indicating that the extractives influ-
enced wood moisture content. Steric hindrance and hydrophobic character of extrac-
tives may explain the higher water content of extracted samples (Rizanti et al. 2018).

Inhibition of fungal growth by extracts

Fractions extracted with dichloromethane had lower antifungal properties as demon-
strated by the weak inhibition of fungal development (Fig. 1).
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Table 3 Average moisture content of wood blocks after 16 weeks of exposure to fungal attack

Samples Moisture content (%"

Trametes versicolor  Pycnoporus  Rhodonia placenta  Coniophora puteana
sanguineus

Beech control 50.3+10.7 51.3+49 = =

Pine control - 49.0+5.3 53.7+6.7
C. edulis 274409 27.1+1.1 20.8+1.0 25.7+1.8
Extracted C. edulis  45.0+4.4 409+3.6 32.7+8.0 435+7.7

“Values represent means of three replicates + one standard deviation

Acetone, toluene/ethanol and water extracts presented significant antifungal prop-
erties. Growth of brown rot fungi began only on the sixth day with R. placenta and
on the eighth day for C. puteana at 500 ppm concentrations. The higher concentra-
tions (1000 ppm) completely inhibited mycelial growth. P. sanguineus did not start
growing until the fifth day at 500 ppm and the sixth day at 1000 ppm. T. versicolor
growth at 500 ppm and 1000 ppm started on the third day. Acetone, toluene/ethanol
and aqueous fractions inhibited growth of the brown rot fungi more than the white
rot fungi. Oxidizing enzymes such as laccases and peroxidases excreted by white
rot fungi may be capable of degrading phenolic compounds such as extractive sub-
stances. These results are consistent with those obtained by Rosdiana et al. (2017)
concerning the characterization of antifungal properties of bark extracts of different
Indonesian species and numerous other studies (Mori et al. 1997; Novriyanti et al.
2010; Martinez-Sotres et al. 2012). Inhibitory effects also increased with extract
concentration used (Obiang et al. 2016). Preliminary GC-MS analysis (results
presented below) indicated the presence of gallic acid and ellagic acid in acetone
and toluene/ethanol extracts, which may help explain the durability and mycelium
growth inhibition. Phenolic compounds are known to affect membranes of micro-
organisms leading to leakage of the cytoplasmic content (Borges et al. 2013). The
mechanism of inhibition depends on the ability of phenolic functions to affect cell
lipoprotein membranes, thereby causing the weakening of ionic cellular homeostasis
that destroys the entire cell structure (Zabka and Pavela 2013).

FTIR analysis

FTIR analysis of the different extracts is presented in Fig. 2.

Infrared analysis of the dichloromethane extracts revealed the presence of com-
pounds different from those contained in acetone, toluene/ethanol or water extracts.
Peaks at 2913, 2849 and 1462 cm™' are characteristic of the CH, and CH, elonga-
tion vibrations present in compounds such as waxes, greases and terpenes. The peak
at 1732 cm™' indicated the presence of carbonyl groups C=0 present in fatty acids
of waxes, fats and wood polymers. Analysis of acetone, toluene/ethanol and water
extracts indicated the presence of phenolic compounds characterized by the strong
absorption band at 3218 cm™' corresponding to the elongation vibration of the -OH
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Fig. 1 Activity of extracts on the growth of the different fungi
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Fig. 2 FTIR analysis from C. edulis heartwood extracts
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bond of the aromatic and aliphatic structures. The strong absorption bands at 1694,
1512 and 1445 cm™' are characteristic of the elongation vibrations of C=C bonds
of the aromatic ring, which can be attributed to aromatic compounds such as tan-
nins, lignans, flavonoids or other phenolic compounds. Absorption bands at 1322
and 1191 cm™' are ascribable to the C—O—C stretch elongation vibrations found in
compounds such as flavonoids. These results corroborate the results obtained dur-
ing fungal inhibition tests showing similar behaviors of acetone, toluene/ethanol and
water extracts.

Phytochemical screening

Polyphenols, flavonoids and saponins were present in all fractions except in dichlo-
romethane as evidenced by positive reactions with ferric chloride test for polyphe-
nols, Shinoda test for flavonoids and aphrogenic power for saponins (Table 4). These
phenolic compounds are known to have antioxidant, antibacterial and antifungal
properties that may be responsible for the natural durability (Amusant et al. 2017).
Alkaloids were present in toluene/ethanol and aqueous extracts (positive reaction
with Mayer’s reagent). Alkaloids have been identified as compounds with antifungal,
antibacterial and antimicrobial activities in wood (Onuorah 2000; Wu and Lin 2001;
Oliveira et al. 2010). Sterols and/or terpenes were present in small amounts only in
the dichloromethane fraction, which reacted positively to the Liebermann—Burchard
test. Previous studies on tropical woods (Mburu et al. 2007; Kilic and Niemz 2012)
have also shown the presence of these compounds. These results are consistent with
the ability of the extracts to inhibit fungal growth.

GC-MS analysis

GC-MS analysis of water extracts gave no exploitable results, even though FTIR
analysis suggested spectra similar to those for acetone and toluene/ethanol (Fig. 2).
Molecular weights of compounds contained in water were probably too high to allow

Table 4 Presence of collected extractives components in fractions extracted from the C. edulis heart-
wood sawdust

Active compounds Test procedure Extraction solvent”
Dichlo- Acetone Toluene/ Water
romethane ethanol
Alkaloids Mayer’s reagent = = i +
Flavonoids Shinoda test — -+ + +
Polyphenols Iron(I1I) chloride — + + +
Saponins Aphrogenic power = + + +
Sterols and terpenes Liebermann—Burchard + = - =

+/— =presence/absence of the active compounds

*Solvent used to obtain the corresponding extracts
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GC-MS analyses. GC-MS analysis of dichloromethane extracts indicated the pres-
ence of lipophilic compounds such as saturated or unsaturated fatty acids (Table 5).

Hexacosanoic acid was the major compound present in the dichloromethane
extract. Gallic acid and ellagic acid were identified in the acetone and toluene/etha-
nol extracts. Gallic acid was the main product in the acetone extract, while ellagic
acid predominated in the toluene/ethanol extracts (Fig. 3).

These phenolic compounds are known to have antifungal properties (Neya et al.
2004; Mburu et al. 2007; Saha Tchinda et al. 2018). The presence of these com-
pounds could explain the natural resistance of C. edulis to fungal attack. Some of
these compounds are also known to have numerous pharmacological properties such
as antioxidant, antidiabetic, anticancer, anti-inflammatory, antimicrobial and anti-
mutagenic properties (Zhu and Zhang 2014; Liu et al. 2016; Zang et al. 2013). The
GC-MS results support the phytochemical screening, FTIR analysis of the extracts
obtained previously and the fungal growth inhibition tests.

Chemical composition

The extractives content obtained with the toluene—ethanol mixture (7.5%) was
higher than that obtained with ethanol (4.6%) (Table 6).

The total extractable content (12.1%) was similar to that found by Miranda et al.
(2011) on teak from East Timor and to previous values with sawdust subjected to
successive extraction or block extraction. The particularly high lignin content
(34.6%) in C. edulis is consistent with the higher lignin levels found in most tropical
woods with very good natural durability. This is similar to the lignin content (32.2%)
of East Timor teak (Miranda et al. 2011). Lignin is important for increasing timber
durability, and elevated levels of lignin should enhance decay resistance (Poke et al.
2006; Van Geffen et al. 2010; Mounguengui et al. 2016).

Table 5 Compounds identified
by GC-MS and their abundance
relative to TIC

Solvent Retention Compound Abundance (%)
time (min)

Dichloromethane 22.64 Tetracosanoic acid 20
25.31 Hexacosanoic acid 54
27.68 Docosanoic acid 5
29.68 Unknown 11
33.74 Unknown 10
Acetone 16.09 Gallic acid 53
20.31 Unknown 3
21.38 Unknown 4
22.73 Unknown 6
24.46 Unknown 3
28.22 Ellagic acid 30
Toluene/ethanol  16.09 Gallic acid 20
28.29 Ellagic acid 80
TIC total ion current
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Fig.3 GC-MS analysis from C. edulis heartwood sawdust extracts
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Table 6 Chemical composition

of heartwood of Coula edulis i bt et
Toluene/ethanol extractives 7.5+0.1
Ethanol extractives 4.6+0.2
Total extractives 12.1+0.3
Klason lignin (% of wood) 34.6"+0.4
Cellulose (% of wood) 46.9"+0.6
Holocellulose (% of wood) 72.5*+0.3
Hemicellulose 25.6°+0.9

“The contents were obtained by independent experiments. Therefore,
the sum of the values is different to 100%

"Hemicellulose content (%) =holocellulose content—cellulose con-
tent

“Values represent means of three replicates + one standard deviation

Conclusion

The effect of extractives on the natural durability of C. edulis baill was studied by
means of Petri dish tests and decay tests on extracted or non-extracted heartwood
blocks exposed to different brown rot and white rot fungi. Mass losses of extracted
blocks were much greater than those measured on the non-extracted blocks, clearly
indicating the effect of extractives on wood natural durability. This species can be clas-
sified as “very durable,” allowing utilization as construction wood for outdoor applica-
tions by local populations as an alternative to other wood species in Gabon. Growth
inhibition tests have shown that most of the extracts exhibited important fungistatic
effects against white rot and brown rot fungi at a concentration of 500 ppm and com-
pletely inhibited growth at 1000 ppm. GC-MS and FTIR analyses indicated the pres-
ence of polyphenolic compounds like gallic acid, ellagic acid and tannins, which may
explain in great part the natural durability of this species. High lignin content of C. edu-
lis wood was another important parameter to consider in order to explain the durability
of this species.
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ABSTRACT

The Congo Basin hosts an exceptional biodiversity of trees, flora and fauna. However, the
immense natural heritage of the forests in this area is increasingly threatened by many
anthropogenic factors, due to selective exploitation of certain wood species. In Gabon, whose
ecosystem is representative of this area, the forest represents nearly 80% of the national territory.
Only a minority of wood species is exploited because of their high market value (Ageos, 2015).
The direct consequences of this selective exploitation are the decrease of the disponibility and
even the eventual disappearance of certain wood species associated to the fast-growing
international tropical timber markets. This is the case for kevazingo, which is classified as an
endangered species and therefore prohibited from exploitation. In addition to these main
exploited species, several less known species are available in Gabon. This is the case of the
Gabonese hazelnut tree (Coula edulis baill), whose wood is used by local populations for its
longevity because of its resistance to fungi, insects and more particularly termites. It is used to
make forge coal and is used in the construction of huts such as posts and lintels (Moupela C et
al, 2010-2013). In this context, it seemed interesting to study more in detail this species, having
for the moment been the subject of little scientific investigations. The aim of this study was to
investigate the natural durability of Coula edulis and the reasons of this latter one based on wood
chemical composition. For this purpose, durability tests were carried out in Pefri dishes on native
and extracted samples of heartwood towards brown rot (Peria placenta and Coniophora
puteana) and white rot (Coriolus versicolor and Pyenoporus sanguineus) fungi showing that
unextracted samples presented higher durability to fungi. Fungal growth inhibition tests carried
out with different concentrations of extractives confirmed their important fungicidal effects.
Percentage of the different wood polymers and chemical composition of wood extractives were
evaluated to find correlation between durability and wood chemistry. Results indicated that

matieal durabilite af Casda adulio nanld ke avilainad iy cavaral rancane lilka tha high dangity and
Haiifan Guraouily 01 Lolia eqiiis Cotud o uAplaLu»u 0¥ 3CVCTdu ICastns ke ulc HIEI uuuau: ana

hydrophobicity of its wood as well as its high lignin and extractives contents. Chemical analysis
performed on extractives by GC-MS indicated the presence of gallic acid, quercetin and tannins.

Keywords: Coula edulis baill, Durability, Gabonese hazelnut, Chemical composition,
Antifungal.

1. INTRODUCTION

The uses of wood throughout the ages tell the story of man. Used by man since time
immemorial, its use has influenced the evolution of civilizations. There is a long list of
arguments in favor of wood as a building material. Natural, renewable, biodegradable: wood is
the ecomaterial par excellence. It can be used indoors or outdoors as a packaging, plywood and
panel. As for its qualities, they are both aesthetic and technical. It becomes unavoidable. For all
these applications, the wood must have good natural resistance to insect and fungus attack, as
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well as good dimensional stability and good weather resistance (Ali ef al, 2011). The natural
resistance of wood to fungus or decomposition by insects is defined as its ability to resist
biological degradation and contribute to the natural durability of wood. In reality, only the
heartwood (heartwood) of some species is durable; sapwood in general in all tree species is
relatively unsustainable. Although there are several controversies about the roles of hydrophobic
properties, density, and the natural durability of wood (Neya ef «l, 2004, Antwi-Boasiako and
Pitman 2009, Oliveira et al, 2010; Skyba et al, 2010-2013). Nevertheless, the authors all agree
on the role played by the structure of lignin but especially that of extractables on the natural
durability of wood. Extractable content varies widely in wood (Antwi-Boasiako et al, 2010; Kilic
and Niemz 2012; Ndukwe er al. 2012). Extractables are low molecular weight substances found
in the porous structure of wood. These are generally lipophilic or hydrophilic secondary
metabolites, that is, compounds that are not essential for tree growth. The content and
composition of the extractive substances vary according to the wood samples, the part of the tree,
its age, the geographical location of the harvest, the season of the harvest as well as the period
and storage conditions. Extractive substances are responsible for wood characteristics such as
color, odor, natural durability and acoustic properties (Aloui ef al, 2004). They protect wood
from ultraviolet rays, pathogens and herbivores (Harborne and Williams, 2000). They consist of
several families of compounds such as terpenoids, waxes and fats and phenolic compounds.
Phenolic compounds are the most important class of compounds that, in previous studies,
possessed antifungal, antioxidant, and other properties that are potentially valuable. In addition,
in naturally sustainable woods there are toxic compounds that are generally polyphenols such as
tannins, flavonoids and stilbenes (Schultz and Nicholas, 2002; Oliveira et al, 2010; Nascimento
et al, 2013). Some species also have non-phenolic extractives such as quinones and terpenoids.
For example, the molecules responsible for the natural durability of Tectona grandis consist of
toxic quinones, which have fungicidal properties (Niamké ef al, 2011-2012). Polyphenols can
also be used as an antioxidant and used for food preservation to replace products such as
butylated hydroxynisole (BHA) and butylated hydroxytoluene (BHT). It has also been reported
that the toxicity of extractive substances correlates with their antioxidant activity (Schultz and
Nicholas 2002, Amusant et al, 2007). It should be noted that the most potent agents involved in
wood biodegradation are fungi and termites (Onuorah 2000, Kokutse ef al, 2006, Mburu et al,
2007, Antwi-Boasiako ef al 2010). Most studies on naturally sustainable wood in temperate
zones are well documented (Aloui et al, 2004; Guilley et al, 2004; Kirker ef al, 2013), but there
is very little information on the natural Congo Basin forest in general and Gabon in particular
(CIRAD 2008, Nzokou et a/, 2005, Antwi-Boasiako and Pitman 2009, Antwi-Boasiako ef al.,
2010) despite huge foreign exchange earnings and growing potential creating wealth in this
sector. The Congo Basin hosts an exceptional biodiversity for trees as well as for flora and fauna.
However, the immense natural heritage of forests in this area is increasingly threatened by many
anthropogenic factors, at the head of which is the selective exploitation of certain wood species.
In Gabon, whose ecosystem is representative of this zone, the forest heritage represents nearly
80% of the national territory. Only a minority of wood species is exploited because of their high
market value (Ageos, 2015). The direct consequences of this selective exploitation are the
rarefaction, or even the eventual disappearance of certain wood species. This is the case of
kevazingo, classified as an endangered species and therefore prohibited to exploitation. In
addition to these main exploited species, several less known species are available in Gabon. This
is the case of the Gabonese hazel (Counla edulis baill), whose wood is used by the local
populations for its longevity because of its resistance to fungi, insects and more particularly to
termites. Tts wood is used in the construction of huts as poles or lintels (Moupela C er af, 2010-
2013). In this context, to better understand the reasons for the natural durability of this species, it
seemed interesting to study it in more detail, having for the moment been the subject of few
scientific studies. For this we have: (i) Study the effect of extractibles on natural durability, (ii)
Study the effect of extractable inhibition on the growth of brown and white rot fungi. (iii)

5
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Characterize and analyze the extractables. The general objective of this work is to promote the
quality of the little known tropical woods of the Congo Basin, particularly Gabon as Coula
edulis baill, while looking for new biocidal products in the fields (wood preservation, cosmetics,
ete. )

2. Experimental methods

2.1. Reagents

Concentrated sulfuric acid (95-97%), concentrated hydrochloric acid (37%), dichloromethane,
acetone, absolute ethanol, toluene, methanol, BSTFA/1% TMCS, iron perchloride, magnesium
turn, chloroform, acetic anhydride were purchased from Sigma-Aldrich, Carlo Erba or Prolabo
and used without further purification. Ultrapure water obtained from a PURELAB Option-Q
equipment (Elga) was used. Mayer's reagent (potassium mercuric iodide solution), Bouchardat
reagent (2% iodine in a 4% solution of potassium iodide), iron perchloride 10% solution in water
and Shinoda reagent (magnesium turn in hydrochloric acid) were prepared in laboratory from
reagent-grade chemicals using literature procedures. Malt extract for microbiology and agar were
purchased from Sigma-Aldrich.

2.2, Material

All the experiments were carried out on the heartwood of Gabon hazel (Coula edulis baill) from
a 50 cm log of the trunk taken between 1.50 and 2.50 m above the ground. The tree was
harvested at the Ayémé primary forest in Gabon located in the estuary province. Tree age has
been estimated between 50 and 75 years. 30 x 10 x 5 mm’ heartwood blocks were manufactured
in the longitudinal, radial and tangential directions, respectively. As needed, the blocks were
randomly used for the different tests performed. The sawdust of C. edulis baill obtained from the
sizing of the test blocks was crushed into a fine powder using a ball mill (Retsch SM 100),
sieved (@ = 0.160mm) and stored in glass flasks after drying in an oven at 70 °C to avoid
extractives degradation.

2.3. Extraction

10 g of finely ground dried heartwood was successively Soxhlet extracted for 24 hours with
solvents of increasing polarity: dichloromethane, acetone, toluene-ethanol (2/1, v/v) and water.
Each extraction was friplicated. After extraction, the solvent is removed using a rolary
evaporator under vacuum, except for the aqueous extracts which have been lyophilized. The
extracts are then dried in a desiccator under vacuum in the presence of P05 and weighed
regularly until constant mass (m.). The yield of extract is determined using equation 1:

Yield of extract (%) = [(me) / ms| x 100 (n

Where m. is the mass of extract and m; the mass of sawdust used for extraction. The extracts are
then recovered and stored in closed bottles in the dark (Neya ef af, 2004, Mburu et al, 2007).
Blocks of heartwood were extracted to evaluate effect of extractives on wood decay durability.
The blocks were Soxhlet extracted for three weeks using acetone-water (1/1, v/v). The blocks
were then dried at 103 °C and weighed (mi). The yield of extraction is determined using
cquation 2,

Yield of extraction (%) = [(mo — m1) / me] x 100 2)
Where mg is the anhydrous mass of the blocks before extraction dried at 103°C and m; the

anhydrous mass of the blocks dried at 103°C after extraction
2.4. Micro-organisms
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Two white rot Coriolus versicolor (CV) ((Linneus) L. Quélet strain CTB 863 A) and Pycnoporus
sanguineus (PS) ((L.: Fr.) Murrill, 1904) and two brown rot Poria placenta (PP) ((Fries) Cooke
sensu J, Eriksson, strain FPRL 280) and Coniophora puteana (CP) ((Schumacher ex Fries)
Karsten, strain BAM Ebw. 15) were used for wood durability and growth inhibition tests.

2.5. Decay durability tests

The agar medium was prepared by adding to a glass bottle 40 g of malt extract and 30 g of agar
in 1 L of water. The agar solution is sterilized in an autoclave at 120 °C for 25 minutes. After
sterilization and cooling at about 40 °C, the agar medium is poured into 9 cm Petri dishes and
left for jellification (about 1 to 2 hours) under the horizontal laminar flow hood in order to avoid
contaminations. After solidification of the media, Petri dishes are inoculated near a flame in their
centers with a piece of freshly grown mycelium of the different fungal strains. The manipulations
are carried out using a stainless steel spatula constantly passed under the flame of a Bunsen
burner. Each box is then covered and sealed with parafilm. Petri dishes are stored in a climatic
chamber at 22 °C and 70% relative humidity for 15 days to allow growth of the mycelium at the
surface of the media. After full colonization of the surface by the mycelium, 3 dried blocks of
extracted (m)) or not (me) heartwood of C. eduli baill were placed on small sterilized plastic
grids in each Petr1 dishes. Each experiment was repeated four times. Beech (fagus sylvatica)
wood was used as virulence control for white rot fungi and pine sapwood (Pinus sylvestris
linnaeus) for brown rot fungi. Extracted and unextracted samples of C. eduli baill heartwood
were also placed on sterile culture medium without fungal inoculation to evaluate mass losses
due to diffusion of extractives. The Petri dishes are sealed with parafilm and incubated in a
climatic chamber at 22°C and 70% relative humidity for 16 weeks. At the end of the test, wood
blocks were removed from the Petri dishes, the adherent mycelium removed gently and the wood
blocks immediately weighed to obtain wet mass (mz) for calculation of wood moisture at the end
of the fungal test. The blocks were finally dried for 48 hours at 103 °C until constant mass (m3).
The mass loss (ML) caused by fungal attack and the moisture content (MC) are determined as
follows:

ML (%) = ((mg or m1)— m3) / (me or mp) x 100 3)
MC (%) = ((mz- m3)/m3) x 100 (4)

where my is the initial dried mass of unextracted blocks, m; the dried mass of extracted blocks
before fungal exposure, my the mass of wet blocks after fungal exposure and m; the dried mass
of blocks after fungal exposure

Corrected mass loss was calculated as follows:
MLmrrcctod (0/0) =ML (l)/u) o mdiffuﬂion (0/0) (5}
Where MLagigrusion i the mean of mass loss values obtained for diffusion tests.

2.6. Inhibition of fungal growth by extracts

Growth inhibition tests were performed according to the method of Chang et al. (1999) with a
slight modification. The agar media were prepared in 100 mL Erlenmeyer flasks by adding 4 g of
malt and 2 g of agar to 96 g of water. Erlenmeyer containing agar solutions were closed by
carded cotton wrapped in an aluminum foil and sterilized in an autoclave at 120 °C for 25
minutes. 50 mg or 100 mg of the different extracts solubilized in the minimum amount of ethanol
(1 mL maximum) were mixed under laminar flow hood with malt agar media directly in each
Erlenmeyer after sterilization to obtain culture media containing 500 ppm or 1000 ppm of
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extracts respectively. After cooling to about 40 °C, the content of each Erlenmeyer flask
containing the different extract concentrations was poured in 9 cm diameter Petri dishes near a
flame to obtained S Petri Dishes containing approximately 20 mL of malt agar implemented or
not with extracts,. The media are 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. For each fungus and each concentration, 3 Petri dishes
without extract and 3 Petri dishes with extracts were prepared. The dishes were incubated at 22
°C and at 70% RH in a Binder KBF 115 climatic chamber., Mycelium growth was assessed by
measuring two perpendicular diameters of the colony in the dishes daily until the mycelium have
completely colonized the surface of the control plates, approximately 10 to 15 days depending on
the fungal strain. The test is then stopped and the results presented as growth curves according to
time.

2.7. Fourier transformed infrared spectroscopy analysis
Extracts were analyzed by FTIR ATR spectroscopy using a Nicolet 6700 infrared
spectrophotometer Thermo-Scientific Computer-linked and controlled by OMNIC software.

2.8. Phytochemical Screening

The reagents used to carry out the phytochemical screening of the extractables were prepared
and used according to the protocols described in the literature (Vigor et al, 2009; Akinjogunia et
al., 2010). 10% iron perchloride was used for the detection of polyphenols; Mayer and
Bouchardat reagents for the detection of alkaloids; the turn of magnesium (shinoda reaction) for
the detection of flavonoids and the Licbermann-Buchard reagent for the detection of sterols and
terpenes. For the detection of saponins (Uddin et al 2011) the foaming test was carried out.
These are standard tests in phytochemistry and pharmacology.

2.9. GC-MS analysis

The GC-MS analysis was carried out using a Perkin Elmer Clarus 680 gas chromatograph,
coupled to a Perkin Elmer Clarus SQ8 mass spectrometer, a set driven by the Turbo Mass v
software. 6.1 and having a NIST database (National Institute of Standards and Technology,
Gaithersburg, MD, USA) (2011 edition). Before injection, the samples are derived to facilitate
the detection of all compounds present. For this purpose, 1 to 2 mg of extractables are
solubilized with 50 pl of 1% BSTFA + TMSCL (a silylating agent) in a 2 ml pillbox. This
preparation will be placed for 120 minutes, pill closed, in an oven at 70 ® C, to allow the reaction
of the bypass agent on the extractables. The pillbox is then opened to let the BSTFA evaporate. 1
mL of ethyl acetate is finally added to the pill pillar to solubilize the silyl extractables, then 1 pL
of the latter solution is injected in splitless mode in the GC, via an injector heated to 250 ° C,
The chromatographic separation is carried out with a stationary phase DB-5MS (95% dimethyl- /
diphenyl-polysiloxane / 5%; length: 30m; internal diameter: 0.25mm; film thickness: 0.25um)
with a temperature program of oven of 40 min, comprising a 2 min. Bearing at 80 ° C., a rise at
10° C. min-1 up to 190 ° C., arise at 15 ° C. min-1 up to 280 ° C., maintained temperature then
for 10 min and finally a last plateau at 300 ° C reached at 10 ° C.min-1 and maintained 14 min
and a mobile phase consisting of Helium at I mL / min. After separation, the compounds are sent
to the mass spectrometer via a transfer line thermostated at 250 ° C. and then ionized at 70 ° C.
The source and transfer line temperatures were 180 and 250 ° C respectively. The detection was
carried out in scanning mode: m / z= 45 at m / z= 700. The detector was deactivated during the
first 2 minutes. The compounds were identified by comparison with the spectra of the NIST
mass spectral database.

3. Results and Discussion
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3.1. Extractives contents
3.1.1. Extraction of sawdust

Extraction was carried out using solvents of increasing polarity to investigate the quantities of
the different types of extractives. The results are shown in Table 1.

Table 1. Extract of C. edulis heartwood sawdust according to solvent polarity

Solvent Yields (%)
Dichloromethane 1.1+0.2
Acctone 8.5+0,2
Toluene/ethanol 29+04
Water 3.6+£0.2
Total 16,1 =1

It can be seen from Table 1 that the extract yield varies from one solvent to another. These
results are in agreement with the literature. The yield obtained with dichloromethane (1.1%) is
the lowest. This is probably due to the presence of low amounts of non-polar compounds in C.
edulis heratwood and the low polarity of dichloromethane not allowing extraction of more polar
compounds. The highest extract content was obtained with acetone (8.5%). Note that none of the
solvents used is able to extract all extractives alone because of their different solubility, some
compounds being hydrophilic other lipophilic. According to literature, non-polar solvents mainly
extracted apolar substances (oils, grease, terpenes), while polar solvents solubilize polar
compounds such as polyphenols (lignans, stilbenes, flavonoids, tannins...). The successive
extraction, which combines apolar and polar solvents, makes it possible to classify the
extractives into different fractions according to their solubility, while the total of extractives
content gives an idea of the overall amount of extractives. The total yield of extractives reached
16.1%, which is in agreement with the extractives content present in tropical species (Huang er
al, 2009, Mburu et al, 2007, Neya ef al, 2004, Sablik et al, 2016, Saha Tchinda er al, 2013,
2014). Heartwood is the non-living part of the tree that usually contains large amounts of
extractives. Many authors have shown that the natural durability of wood is due to the quantity
and chemical composition of extractive substances suggesting that that extractives present in C.
edulis may be involved in wood durability (Haupt et a/, 2003, Nascimento et af, 2013, Jebrane et
al, 2014).

3.1.2. Extraction of wood blocks

To evaluate effect of extractives on wood durability, C. edulis wood blocks were extracted with
Soxlhet using a mixture of acetone and water (v/v) in order to remove all types of compounds
independently of their solubility in organic solvent or water. A duration of three weeks was
chosen to improve extraction, which is known to be more difficult on blocks due to a lower
exchange surface compared to sawdust (Song et al, 2012). Indeed, evaluation of the effect of
extractives can be envisaged, only if total extraction of wood blocks is achieved. After
successive extraction, the total extraction yield was estimated to 16.1 % on sawdust. The average
total extraction yield of the blocks extracted during 3 weeks with acetone/water was measured to
12.9%. As expected, extraction was slightly less effective on wood blocks than on the sawdust,
however the two values are of the same order of size allowing to envisage the effect of
extractives on wood durability tests.
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3.2. Natural resistance of wood blocks against fungal attack
Results concerming white rot and brown rot decay durability of C. edulis extracted or not
heartwood are presented in table 2.

Table 2. Corrected mass loss of C. edulis wood blocks after 16 weeks exposure to different fungi

MULcorrected (%)
Sample Corliohrs vano;.mms Poris placents Coniophora
versicolor sanguineus piiteana
Beech control 489 £ 13 502+£05 - -
Pine control - - 406175 485+ 83
C. edulis 1.3+£04 1.28+0.9 04+0.1 0.5+0.1
Extracted C. edulis 198+09 17.5+0.9 108109 12803

It appears from this table that after 16 weeks of exposure, the mass losses of the virulence
controls ranged from 48.9 % for Coriolus versicolor to 50.2 for Pyenoporus sanguineus for
beech and 40.6 for Poria placenta and 48.5 for Coniophora puteana for pine sapwood. To be
valid, the weight losses of control samples must be greater than 30% according to the European
standard EN 113, indicating that virulence of all fungi tested can be validated. Table 2 also
shows that mass losses of all non-extracted heartwood blocks of C. edulis are inferior to 2%,
regardless of the fungi used. It can therefore be said that this species presents a good resistance
to fungal attack (white or brown rot). These results are comparable to those obtained by Nzokou
et al. (2005) and Saha Tchinda er al. (2018), who worked on the natural durability of
Cameroonian wood species. Many factors could explain the durability of the studied species
including its density, lignin content, presence of inorganic compounds like silica, presence of
extractive compounds such as phenolic compounds, and many other like age, geographical area...
Of all the listed factors, many authors agree with the importance of extractive content to explain
wood natural durability. Mass losses obtained on C. edulis wood blocks previously subjected to
extraction confirm this hypothesis. Indeed, all mass loss recorded on C. edulis blocks subjected
to previous extraction are comprised between 10.8 and19.8% depending of the nature of the
fungus used indicating without ambiguity the importance of extractives on natural durability.
Similar results were obtained by Mohareb ef afl. (2010), who found that after the extraction of
Cupressus lusitanica wood blocks, weight losses become much greater than for non-extracted
samples. Our results are also similar with those of Kirker er al. (2013) showing the the role of
extractives in durability of naturally durable wood species. According to EN 350-1 (1994),
natural durability of a wood species may be classified into five different categories according to
the ratio (x) corresponding to the mean mass loss of the studied species on the mean mass loss of
non-durable wood species used as virulence control.

- Very Durable (class 1) if x <0.15

- Durable (class 2) if 0.15<x < 0.30

- Moderately Durable (class 3) if 0.30 <x < 0.60
- Weakly Durable (class 4) if 0.60 <x <0.90

- Non Durable (class 5) if 0.90 <x

The values of the corrected mass losses obtained made it possible to classify the natural
durability of the species studied according to EN350-11994 compared to the fungi used. The
results are shown in Table 3 below
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Table 3. Classification of durability based on EN 350-1

Sample C orlzafm‘ Evcm,tlmrus Bortoplaseria Coniophora
versicolor sanguineus puteana

C. edulis 1 (x=0.02) 1 (x=0.02) 1 (x=0.01) I (x=0.01)

Extracted C. edulis 3 (x=0.40) 3 (x=0.35) 2 (x=0.27) 2 (x=0.26)

Table 3 shows that the wood blocks not extracted were very durable according to this standard.
After extraction the results clearly showed that durability of C. edulis decrcased. When the
extractives are removed, the wood generally becomes more vulnerable to fungal attack. The
natural durability of C. edulis can largely be attributed to the presence of extracts rich in phenolic
and polyphenolic compounds due to the high vield of extraction obtained with acetone. Indeed,
numerous studies evaluating effect of extractives on the inhibition of fungal growth (Seppinen et
al. 2004; Eslyn ef al, 1981; Diouf et al, 2002; Carrillo-Parra ef al, 2012) concluded that phenolic
compounds and terpenes presented very high inhibitory activity. Thus, the potential presence of
phenolic compounds in the extracts could justify its natural durability against fungal attacks.
Another important point for fungi to degrade wood is the moisture content (MC). According to
the literature, the moisture content of wood must be greater than 20% in temperate zones and
30% in tropical zones, so that fungi cause total wood degradation (Blanchette e al, 1990). If the
moisture content of the wood is below this level, the weight loss data cannot be exploited. The
moisture content of the wood blocks was therefore evaluated at the end of fungal exposure after
16 weeks. The results of the moisture content are shown in Table 4.

Table 4. Moisture content of wood blocks after 16 weeks of exposure to a fungal attack

Moisture content (%)

Samples Corlmfus . varm;?orm Bt plusente Coniophora
VE’!’SICG;OI SAnguUineus pmeana

Beech control 503+£10.7 51.3+£49 - -

Pine control - - 490+35.3 53.7+6.7

C. eduis 274+09 27.1+ 1.1 208+1.0 257+ 18

Extracted C. edulis  45.0x4.4 40936 32.7£8.0 43.5+£7.7

Table 4 shows that after 16 weeks of exposure to 70% humidity at 22 °C, the moisture content of
the blocks ranges from 20.8 to 53.7, indicating suitable condition for wood degradation. It also
shows that after extraction the wood absorbs more moisture. This shows that the extractives
content therefore influences the moisture content of the wood. Steric hindrance and hydrophobic
character of extractives may explain the higher water content of extracted samples corroborating
similar effect observed on teak (Rizanti ef al, 2018).

3.3. Inhibition of fungal growth by extracts

Evaluation of fungal growth inhibition of the different extracts was evaluated at two
concentrations, 500ppm and 1000ppm, to evaluate which one of the different extracts were
involved in natural durability. The results obtained with the different fungi are presented in the
figures below in the form of growth curves according to incubation time (figure 1).
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Figure 1. Activity of extracts on the growth of the different fungi.
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In all these figures, it is apparent that growth kinetics depend of the fungal strain used. Some
fungi grow faster than others when comparing growth of fungi in control dishes. Morcover, it
also appears that the fractions extracted with dichloromethane had low antifungal properties as
demonstrated by the weak inhibition of fungal development. Whatever the concentration used,
dichloromethane extracts have almost no effect on the growth of the fungi studied. On the other
hand, acetone, toluenc/ethanol and water extracts presented significant antifungal properties. For
brown rot fungi, fungal growth began only on the sixth day with Poria placenta and on the
eighth day with Coniophora puteana at 500 ppm concentrations. With concentrations of 1000
ppm, the total inhibition of mycelium growth was observed. For white rot fungi, the growth of
Pycnoporus sanguineus did not start until the fifth day at 500 ppm and the sixth day at 1000
ppm. With Coriolus versicolor, growth at 500 ppm and 1000 ppm started from the third day. It is
noted that the acetone, toluene/ethanol and aqueous fractions inhibited more fungal growth of the
brown rot fungi than that of the white rot fungi. This behaviour may be explained by the
presence of oxidizing enzymes such as laccases and peroxidases excreted by white rot fungi
capable of degrading carbohydrates, lignin and other phenolic compounds such as extractive
substances. These results are consistent with those obtained by Rosdiana ez af. (2017) concerning
the characterization of antifungal properties of bark extracts of different Indonesian species and
numerous other studies reported in the literature (Mori ef al, 1997; Novriyanti et al, 2010;
Martinez-Sotres er a/, 2012), It is also observed that the inhibitory effect increases with the
concentration of extract used (Obiang, C S er a/, 2016). Preliminary GC-MS analysis (results
presented latter) indicated the presence of gallic acid and quercetin in acetone and toluene
fethanol extracts, which may explain the durability and mycelium growth inhibition. These
phenolic compounds, according to the literature, are known to affect the membrane of
microorganisms which modifies the hydrophobic character of the cell and thus modifies the
leakage of the cytoplasmic content (Borges ef al, 2013). According to Zabka and Pavela (2013),
the mechanism of inhibition depends on the ability of phenolic functions to affect cell lipoprotein
membranes, thereby causing the weakening of ionic cellular homeostasis that destroys the entire
cell structure.

3.4. Fourier transformed infrared spectroscopy analysis

Infrared analysis of the different extracts was performed to gain deeper insight on the chemical
composition of these latter one in relation with their effects on wood durability. FTIR spectra of
the different extracts are shown in the figure 2.
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As expected from literature data, the infrared analysis of the dichloromethane extracts revealed
the presence of compounds different from those contained in acetone, toluene/ethanol or water
extracts. Peaks at 2913, 2849 and 1462 cm™ are characteristics of the CHz and CHs elongation
vibrations present in compounds such as waxes, greases and terpenes. The peak at 1732 cm’
indicated the presence of carbonyl groups C=0 present in fatty acids of waxes and fats. Analysis
of acetone, toluene/ethanol and water extracts indicated the presence of phenolic compounds
characterized by the strong absorption band 3218 cm™' corresponding to the elongation vibration
of the -OH bond of the aromatic and aliphatic structures. The strong absorption bands at 1694;
1512 and 1445 em™ are characteristic of the elongation vibrations of C=C bonds of the aromatic
ring , which can be attributed to aromatic compounds such as tannins, lignans, flavonoids or
other phenolic compounds. Absorption bands at 1322 and 1191 cm™ are ascribable for the C-O-
C stretch elongation vibrations found in compounds such as flavonoids. These results
corroborate the results obtained during fungi growth inhibition tests concerning the quite similar
behaviour of acetone, toluene/ethanol and water extracts. In parallel and to confirm the results
obtained during FTIR , a phytochemical screening was carried out in order to identify the major
chemical families (polyphenols, saponins, flavonoids, sterols, terpenes and alkaloids) present in
the different extracts (Uddin et al, 2011).

3.5. Phytochemical Screening
The results obtained from the phytochemical screening of the different extracts obtained from the
the heartwood of C. edulis baill are given in the table 5.

Table 5. Phytochemical screening of different fractions of sawdust extract from the heartwood
of C. edulis baill

Active Identification
compounds procedure Extract Result of the test
Dichloromethane &
. . Acetone =
alkaloids Mayer. Bouchardit
Toluene/ethanol et
Water +++
Dichloromethane -
; : Acetone +++
flavonoids Shinoda test
Toluene/ethanol ek
Water +4++
Dichloromethane =
Acetone ++
olyphenols Iron (1) chloride
pep (am) Toluene/ethanol -+
Water +4++
Dichloromethane -
: sl ; Acetone e
saponins rogenic power
P PAE p Toluene/ethanol 4
Water +++
Dichloromethane +—
s . Acetone &
Sterols and Liecbermann-Bouchard
terpenes Toluene/ethanol -
Water -
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The tests for each extracted fraction were made in triplicate.
Coloring: +++: very intense; ++: moderately intense; +: not very intense; -: absence.
These are standard tests performed in phytochemistry and pharmacology.

Table 5 shows that polyphenols, flavonoids and saponins were present in all fractions except in
dichloromethane as evidenced by positive reactions with ferric chloride test for polyphenols,
Shinoda test for flavonoids and aphrogenic power for saponins. These phenolic compounds are
known in the literature for having many properties such as antioxidant, antibacterial and
antifungal properties that may be responsible for natural durability (Amusant er af/, 2017).
Alkaloids were present in toluene/ethanol and aqueous extracts (positive reaction with Mayer's
and Bouchardat reagent). Alkaloids have been identified in the literature as compounds with
antifungal, antibacterial and antimicrobial activities on wood (Onuorah, 2000; Wu and Lin,
2001; Oliveira ef al, 2010). Sterols and/or terpenes were present in small amounts only in the
dichloromethane fraction which reacted positively to the Liebermann-Bouchard test. Previous
studies of tropical woods (Mburu et af, 2007. Kilic and Niemz, 2012) have already indicated the
presence of all these different compounds. These results are not only in agreement with the
literature, but corroborate the results obtained previously.

3.6. GC-MS analysis

The results of the GC-MS analysis of dichloromethane, acetone and toluene/ethanol extracts are
presented in the figure 3. It should be noted that the analysis of water extract gave no exploitable
results even if FTIR analysis indicated quite similar spectra than acetone and toluene/ethanol.
Molecular weights of compounds contained in water were probably too high to allow GC-MS
analyses.
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Figure 3. GC-MS analysis of the different extract.
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Identification of the different peaks was performed on the basis of their mass spectra by
comparison with the NIST library. Main chemical identified are presented in Table 6.

Table 6. Compounds identified by GC-MS and their relative abundance relative to TIC
Retention

Solvent time (min) Compound Abundance(%)
22.641 Tetracosanoic acid 20
25.308 Hexacosanoic acid 54
Dichloromethane 27.683 Docosanoic acid 5
29.679 Unknown 11
33.741 Unknown 1]
16.094 Gallic acid 53
20.306 Unknown 3
A 21.381 Unknown
RAE 22.727 Unknown 6
24.457 Unknown 3
28.224 Quercetin 30
Toluene/ethanol 16.089 Gallic acid 20
28.289 Quercetin 80

GC/MS analysis indicates the presence of lipophilic compounds such as saturated or unsaturated
fatty acids, Hexacosanoic acid was the major compound present in the dichloromethane extract.
In general, these compounds could explain the different properties of extracts found in our study.
Gallic acid and quercetin have been identified in the acetone and toluene/ethanol extracts. Gallic
acid was the main product in the acetone extract, while quercetin predominated in the
toluene/ethanol extracts. These phenolic compounds are described in the literature to present
antifungal properties (Gérardin et af., 2004, Neya ef al., 2004; Mburu ef al., 2007; Saha Tchinda
et al., 2018). These compounds could explain the good natural durability of C. edulis baill to
fungal attacks. In addition, these compunds are also known to have numerous pharmacological
properties such as antioxidant, antidiabetic, anti-cancer, anti-inflammatory, antimicrobial and
anti-mutagenic properties (Zhu and Zhang, 2014; Liu e al., 2016; Zang et al., 2013). These
results are in agreement with the results of the phytochemical screening and FTIR analysis of the
extracts obtained previously and corroborate the results obtained on fungal growth inhibition
Lests.

4. Conclusions

To study the effect of extractives on the natural durability of C. edulis baill we carried out tests
in Petri dish on extracted and not extracted blocks of the heartwood of this species against fungal
attacks of brown and white mold fungi. The tests showed that the mass losses on the extracted
blocks were greater than on the non-extracted blocks. In addition, mass losses of blocks in
general were greater with white rot fungi than with brown rot fungi. All blocks not extracted
from C.edulis baill after 16 weeks exposure to fungal attacks had mass losses less than 2%. This
species with its very good natural durability can claim a place of first choice among the lot of
species already exploitable in the sub-regions and in Gabon in particular. It can be used in the
field of construction indoors and outdoors. On the other hand, the analysis of extracts of C.
edulis baill has shown that it contains a variety of compounds with interesting properties. Growth
inhibition tests have shown that at concentrations of 500 and 1000 ppm the acetone extracts.
toluene / ethanol and aqueous fungistatic had an important effect on the growth of fungi of white

187



Annexes

rot fungi. On the brown rot fungi at 500 ppm these extracts had a fungistatic effect on fungal
growth and an inhibitory effect at 1000 ppm. These excerpts present real potential for their
valuations as a source for antifungal product development for many industries for wood
preservation and many others.
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Index: Variabilité intra-arbre de la composition chimique (moyenne trois essais + écart-type) des
différents compartiments en bois sur la section transversale a partir des rondins : M, DI, DM, DE,

TZ, AU.

N;(V)Efl‘ilnd“ Echantillon Extractible(%) Lignine(%) Cellulose(%) Holocellulose(%)

M 5,0 33,1£0,8 454+12 72+ 1,1
DI 5,8 334404  46,5+0,9 71,6 £ 0,8

Base DM 6,7 346404  46,9+0,6 72,0+ 12
DE 11,5 36,6+£0,8  43,8+1 70,8 + 1,5
ZT 6,0 36+0,1  37,3+0,7 65+ 1
AU 48 351404  37,1+0,9 65,8+ 1,1
M 48 346404  46+0,5 672+1,1
DI 6,0 36,6+0,8  42,7+0,7 65,3 +0,1

Miliea DM 9,4 36,6+£0,1 41,240, 64,8 + 0,7
DE 20,5 351404 4130, 66,2+ 1,9
ZT 10,8 32,9+£04  41+0.2 65,8 + 0,9
AU 7,9 323404 37,5406 65,3 +0,7
M 3,9 343408  444+0,5 66,5 + 0,8
DI 4,9 3BA4+£12  45+04 65,4 + 0,4

Haut DM 5.2 32,6408 44,5+04 66,3 + 0,4
DE 10,4 32,6408  44,9+0,2 66,2 + 0,3
ZT 7,6 32,9+04  39+0,3 65,9 + 0,9
AU 3,8 343401 3706 65,9 0,3

AU: aubier; ZT: zone de transition; DE: duramen externe; DM: duramen médian; DI: duramen interne; M: Moelle.
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VALORISATIONS POTENTIELLES DES SUBSTANCES EXTRACTIBLES ET ETUDE
DE LA COMPOSITION CHIMIQUE EN RELATION AVEC LA DURABILITE
NATURELLE DU NOISETIER DU GABON : COULA EDULIS BAILL.

RESUME : Cette étude a eu pour objectif général de valoriser la qualité¢ du bois de C. edulis tout en étant a la
recherche de nouveaux composés biocides valorisables dans des domaines comme I’agroalimentaire, la
cosmétique, la préservation du bois etc...Pour cela, plusieurs expériences ont été réalisées. Les résultats de
I’étude sur la variabilité intra-arbres de la composition chimique ont montré que seule la teneur en extractible
varie considérablement radialement et axialement en revanche celle de la composition chimique est demeurée
relativement constante, avec une légére diminution vers le haut. Aucune différence significative de la
composition chimique n'a été observée entre les différents rondins. Les résultats sur la caractérisation et les
différentes analyses des extractibles ont montré que la teneur en extractibles varie avec la partie de 1’essence
¢tudiée, le solvant et la méthode d’extraction utilisée. Les taux d’extractibles au niveau de I’écorce sont plus
¢levés que dans le duramen et ’aubier. Les acides gras comme [’acide hexadécanoique et I’acide trans-9-
Octadecenoique et les composés terpéniques tels que le stigmastérol et le B-Sitostérol ont été identifiés comme
composés majoritaires des extraits peu polaires. Les sucres et surtout les composés phénoliques tels que 1’acide
gallique et I’acide ellagique ont été identifiés comme composés majoritaires des extraits polaires. Le bois de
C.edulis a montré une trés bonne résistance vis-a-vis des champignons et des termites. L. extrait peu polaire de
I’écorce et tous les extraits polaires ont montré des activités antifongiques intéressantes et plus importantes sur
les champignons de pourritures brunes que sur les champignons de pourritures blanches. Les meilleures activités
anti-termites ont été obtenues avec les extraits de 1’écorce de C.edulis. Les meilleures activités antioxydantes ont
¢té enregistrées avec les extraits polaires de 1’écorce mais surtout avec celles du bois de cceur de C.edulis qui se
rapprochent des valeurs des activités antioxydantes de la catéchine et du BHT, utilisés comme témoins positifs
dans cette étude.

Mots clés : Noisetier du Gabon, extractibles, composition chimique, Antifongique, Anti-termite, Antioxydant,
Durabilité naturelle

POTENTIAL VALORIZATIONS OF EXTRACTIBLE SUBSTANCES AND STUDY OF
THE CHEMICAL COMPOSITION IN RELATION TO THE NATURAL DURABILITY
OF GABON HAZEL: COULA EDULIS BAILL.

ABSTRACT : The general objective of this study was to enhance the quality of C. edulis wood while being on
the lookout for new biocidal compounds that can be used in fields such as the food industry, cosmetics, wood
preservation, etc... Several experiments have been carried out for this. The results of the study on the intra-tree
variability of the chemical composition showed that only the extractive content varies considerably radially and
axially, on the other hand that of the chemical composition remained relatively constant, with a slight decrease
upwards. No significant difference in chemical composition was observed between the different logs. The results
on the characterization and the various analyzes of extractives have shown that the extractives content varies
with the part of the wood species studied, the solvent and the extraction method used. The extractives content in
the bark are higher than in the heartwood and sapwood. Fatty acids such as hexadecanoic acid and trans-9-
Octadecenoic acid and terpene compounds such as stigmasterol and B-Sitosterol have been identified as the
majority of less polar extracts. Sugars and especially phenolic compounds such as gallic acid and ellagic acid
have been identified as the majority of polar extracts. C.edulis wood has shown very good resistance to fungi
and termites. The low-polar bark extract and all polar extracts have shown interesting and more important
antifungal activities on brown rot fungi than on white rot fungi. The best anti-termite activities have been
obtained with extracts from the bark of C. edulis. The best antioxidant activities were recorded with the polar
extracts of the bark but especially with that of the heartwood of C. edulis which approximate the values of the
antioxidant activities of catechin and BHT, used as positive controls in this study.

Keywords: Gabon hazel tree, Extractive, Chemical composition, Antifungal, Anti-termite, Antioxidant, Natural
durability
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