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RESUME

La lignine de Klason issue de 1'épinette blanche, Picea glauca (Moench) Voss,
est extraite selon une combinaison de deux (2) méthodes d'extraction décrites dans la
littérature et adaptées a notre étude. La premicre étape consiste & éliminer tous les
extractibles de la biomasse végétale par I'emploi d'un extracteur de type soxhlet. Le
mélange de solvant permettant l'extraction est composé€ de toluéne et d'éthanol dans des
proportions de (2:1). Le résidu obtenu est hydrolysé avec une solution d'acide
sulfurique 72% (v/v) afin de solubilisér la cellulose et les hémicelluloses. Une
hydrolyse finale est réalisée avec H2SO4 5% afin de produire une lignine de Klason

conforme aux études réalisées antérieurement.

La spectroscopie infrarouge 2 transformée de Fourier permet l'identification des
groupements fonctionnels qui caractérisent la lignine. Les échantillons sont analysés &
1'état solide (en suspension dans le KBr). L'unité guaiacyle est caractéristique de la
lignine extraite de conifere et s'observe dans la région a 1270 cm-1. Les extractibles
obtenus aprés extraction sont analysés par chromatographie en phase gazeuse couplée a
un spectrometre de masse. L'identification de ceux-ci révele la présence d'acides
résiniques et de terpeénes.

La spectrométrie de résonance magnétique nucléaire du carbone-13 est utilisée
conjointement avec la spectrométrie de masse par atomes rapides (FAB/MS). Ces
techniques spectroscopiques permettent 1'élucidation de structures dimériques
d'interunités B-O-4', B-1', B-B', B-5', 5-5' et 4-0O-5'. La majorité des résultats
obtenus démontrent la présence de liens interunités de type B-O-4'. L'utilisation d'un
logiciel informatique, réalisé dans le cadre de cette étude, permet I'élaboration de
structures monomeériques et dimériques.
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Apres compilation des données de la lignine de Klason, une biotransformation
est réalisée en milieu aqueux par Phanerochaete chrysosporium. Par divers mécanismes
d'oxydation, le microorganisme utilisé permet la réduction des unités de lignine en des
unités plus petites. Des mécanismes de polymérisation et de dépolymérisation sont
observés par chromatographie de perméation sur gel. Des résultats semblables ont
également été observés dans des études antérieures.

Suite a la biotransformation, les unités les plus importantes qui se retrouvent
aprés une période de 266 heures sont des unités de masses moléculaires de 1 500 et
700 daltons. L'unité de masse moléculaire de 700 daltons tend a augmenter
progressivement apres 266 heures de fermentation.

Rémy Larouche
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CHAPITRE 1

INTRODUCTION



Apres la cellulose, la lignine représente le deuxi¢éme biopolymere le plus
répandu sur terre. La lignine représente 25 4 30% de la masse totale du bois séché. Ce
polymére, d'origine végétale, posséde une structure des plus complexes. La lignine se
retrouve intégrée a la paroi cellulaire de toutes plantes vascularisées et son role permet

de donner une certaine rigidité a toute espéce végétale.

La lignine est avant tout un composé aromatique (Browning, B.L.; 1967). Elle
est caractérisée par un systeme phénylpropanoide comportant un ou deux groupements
méthoxyles (OCH3), des fonctions alcools et phénols. La lignine n'est pas un composé
chimique défini et sa structure est loin d'étre €lucidée (Fengel, D. et Wegener, G.;
1984). 11 n'existe aucune méthode absolue permettant l'isolatioq complete de la lignine
contenue dans le bois. Plusieurs méthodes d'extraction occasionnent des changements
fondamentaux dans la structure de la lignine. Pour isoler la lignine de toute biomasse
végétale, il existe différentes méthodes d'extraction. La méthode utilisée dans cette
étude consiste a produire de la lignine de Klason selon des procédés d'hydrolyse de la
cellulose et des hémicelluloses en milieu acide (acide sulfurique); nous obtenons alors

un résidu qui constitue la lignine de Klason.

La lignine de Klason de 1'épinette blanche Picea glauca (Moench) Voss est
caractérisée et biotransformée afin de produire des unités de lignine de masses

moléculaire inférieures.



11 existe différentes techniques d'analyse afin de mieux comprendre la structure
de la lignine. La chromatographie d'exclusion sur gel et la spectroscopie infrarouge,
ultraviolette, de résonance magnétique nucléaire et la spectrométrie de masse par atomes
rapides sont les techniques utilisées afin de proposer un modele de base représentant le

plus fideélement possible quelques unités de ce polymeére complexe.

La structure de base de la lignine est constituée d'unités phénylpropanoi‘des et
comporte des groupements phénols et méthoxyles. Par polymérisation radicalaire, ces
unités de base se regroupent pour former des dilignols, trilignols et finalement la

structure du polymere.
La biotransformation de la lignine par l'intermédiaire d'un champignon tel que

Phanerochaete chrysosporium, permet d'observer les modifications de structure de ce

polymere. 11 se produit des réactions de polymérisation et de dépolymérisation.
Les objectifs de ce travail consistaient a :
1- proposer une méthode permettant d'isoler la lignine de Klason
2- caractériser la lignine de Klason par spectroscopie infrarouge, ultraviolette,

résonance magnétique nucléaire, spectrométric de masse par atomes rapides et par

chromatographie d'exclusion.



3- développer un modele de base représentant le polymere de la lignine de Klason

extraite de I'épinette blanche Picea glauca (Moench) Voss

4- effectuer une biodégradation de la lignine extraite par l'emploi d'un

basidiomycéte tel que Phanerochaete chrysosporium

5- caractériser les unités produites par la biotransformation.



CHAPITRE 1I

MATERIEL ET METHODES



2.1 ipti 'épi n "Picea uca_(Moench "

Nos foréts constituent une ressource renouvelable de premier ordre. Le bois se
divise en deux (2) grandes catégories communément appellées bois tendres (bois
résineux) et bois durs (bois de feuillus). En botanique, les bois de résineux sont des
coniferes classés dans le groupe des gymnospermes. Les principaux constituants de

'arbre sont : I'écorce, l'aubier, le duramen et la moelle (Figure 1).

Dans nos régions nordiques, la majorit€ de nos ressources se retrouve sous
forme de résineux. Les feuillus constituent des essences minoritaires comparativement
aux coniféres. L'objet de cette étude porte sur I'épinette blanche "Picea glauca (Moench)
Voss". Ce conifere a été choisi parce qu'il représente un potentiel important de nos
ressources forestiéres au point de vue de son abondance et de son aire de distribution.
Celle-ci se retrouve dans les régions forestiéres boréales, des Grands Lacs et du Saint-

Laurent.

L'épinette blanche adulte atteint généralement une hauteur variant de 25 a 40
metres et un diametre de 50 a 100 cm. Le nom générique de "Picea" signifie résine et
son spécifique "glauca" est li€ a sa couleur glauque (vert bleudtre) de ses aiguilles.
L'épinette blanche se caractérise par I'absence de réseaux filamenteux sur ses rameaux

comparativement aux autres especes d'épinettes (Lauriault, J., 1988) (Figure 2).
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Figure 1: Constituants majeurs de l'arbre.!

Mullins, E.J. et McKnight, T.S., (1981).



Figure 2: Photo de I'épinette blanche Picea glauca (Moench) Voss.



Le bois posséde une composition chimique relativement complexe et cette
composition regroupe quatre (4) constituants majeurs. Par énumération de leur
abondance relative, les principaux composants du bois sont: la cellulose (41-45%), la
lignine (24-33%), les hémicelluloses (23-30%) et finalement les extractibles (2-15%)
(Mullins, E.J. et McKnight, T.S., 1981) (Figure 3).

La cellulose est le principal composant du bois pour la majorité des especes.
Apres analyses, la cellulose constitue approximativement 41-45% de la matiere séche.
Sa structure se compose de plusieurs milliers d'unités de glucose et se résume a un

polymere linéaire. La structure de la cellulose est la suivante:

H OH CH,OH H OH
—_—
HO_ /OH H H O- 'OH H
H 0- OH H H OH
—) —_—
CH,OH H OH CH,0H
- =n-2

Les hémicelluloses sont formés de polysaccharides non cellulosiques. Tout
comme la lignine, ils sont associés aux parois cellulaires. IIs se composent uniquement
de sucres simples tels que: le glucose, le galactose, le mannose, le xylose et l'arabinose

(Sjostrom, E., 1981). Ces constituants représentent 23 a 30% de la biomasse totale.



Extractibles Hémicelluloses
5.4% 262 %
Cellulose Lignine
426 % 258 %

Figure 3: Composition chimique du bois2.

Mullins, E.J. et McKnight, T.S., (1981).
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La lignine est un polymére amorphe a trois (3) dimensions que I'on retrouve lié
aux parois cellulaires. Selon l'espece, son abondance relative se situe

approximativement entre 24 & 33% de la masse totale du bois séché.

Les extractibles se définissent comme étant des substances pouvant étre extraites
du bois par I'emploi de différents solvants. Les principaux extractibles sont constitués
de terpénes, d'acides résiniques, d'acides gras, de tannins, etc. L'abondance relative

des extractibles varie de 2 4 15% selon les especes (Fengel, D. et Wegener, G., 1984).

2

2.2 [Echantillonnage

L'espéce d'arbre échantillonnée est 1'épinette blanche Picea glauca (Moench)
Voss et cet échantillonnage s'est effectué entiérement dans la région du Saguenay. Des
prélevements aléatoires de ce type de conifere ont été effectués sur un territoire donné et
le bois entier a été recueilli. L'aire d'échantillonnage se situe pres des limites du Parc
Saguenay a 70°26' de longitude ouest et & 48°14' de latitude nord, plus précisément
dans le secteur de Riviere Eternité (Figure 4). Les échantillons ont été prélevés sur des
arbres dont le diamétre n'excédait pas 25 cm. Certains échantillons se composent soit de
branches (diametre de 5 cm) ou encore, du fiit lui-méme. Les échantillons ont été
prélevés a I'aide d'une scie manuelle afin de minimiser les risques de contamination par

les hydrocarbures. La masse totale prélevée s'approxime a 5 kg de matiére séche.

11
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2.3 Préparation de la biomasse

Les échantillons d'épinette blanche ont été€ entreposés dans des sacs de jute afin
de minimiser tous risques de contamination occasionnée par divers composés a base de
chlorure de vinyle contenus dans les sacs en matiére plastique. L'ensemble fut
entreposé et congelé a une température de -20°C afin de préserver 1'état de la biomasse

jusqu'a ce que l'expérience débute.

Lorsque 1'échantillonnage de la biomasse végétale fut complété, les échantillons
furent décongelés a la température de la piece (25°C). Une fois décongelés, 1'écorce est
éliminée, par I'emploi d'un rabot, afin de garder uniquement le duramen et 'aubier. Les
échantillons sont coupés en de fines éclisses, dont le diamétre n'excéde pas 1 cm, pour
étre finalement broyés. L'utilisation d'un broyeur de type "Wiley" permet de produire
de fines particules de bois communément appelées "farine de bois". Les particules
peuvent étre réduites A des dimensions précises. Les dimensions sélectionnées pour
I'étude sont de 1'ordre de -20 mesh (ce qui passe 2 travers un tamis de 20 mesh). Avec
des particules de faibles dimensions, la surface de contact se trouve augmentée et

l'extraction des extractibles au soxhlet se trouve optimisée.

13



2.4 D ipti le la lieni
2.4.1 Généralités

En 1865, F. Schulze identifia les résidus solides du bois par le nom latin du
bois (lignum). Suite au développement technique du processus de mise en péite (pulpe),
il se produisit un vif intérét pour la lignine et ses réactions. En 1897, Peter Klason
étudia la composition des lignosulfonates et proposa I'idée suivante: "la lignine est
chimiquement li€e a 1'alcool coniféryle".-Et c'est en 1907, qu'il a proposé que la lignine
est une substance macromoléculaire. Par la suite, des études ont démontré que les unités

d'alcool coniféryle peuvent €tre liés entre eux par des liens éthers (Sjostrom, E., 1981).

Il est estimé que 25% du carbone fixé par photosynthése est transformé
éventuellement en lignine. Cette abondance est une ressource d'une valeur potentielle et
représente la seconde source de carbone la plus abondante qui soit renouvelable sur
terre. La lignine joue un réle important dans le recyclage du carbone tout en protégeant
la cellulose contre les attaques microbiennes grice aux unités a caractere phénolique

(Sjostrom, E.; 1981).

2.4.2 Structures de base

La structure de base de la lignine se compose d'un groupement phénolique

auquel un substituant propanoide se greffe en position para du noyau aromatique. La

14



lignine existe sous trois (3) principaux unités phénylpropanoides et ces unités se

différencient par la présence d'un groupement méthoxyle en position méta.

Ces trois (3) unités phénylpropanoi'des sont: le guaiacyle (avec un seul
méthoxyle), le syringyle (avec deux (2) groupements méthoxyles) et le para-
hydroxyphényle (n'ayant aucun méthoxyle) (Figure 5). Les unités phénylpropanoides
de la lignine sont issues de trois (3) alcools différents tels que: 1'alcool trans -coniféryle,
I'alcool trans -sinapyle et l'alcool para-coumaryle (Figure 6) et varie selon le type de
biomasse. Les unités de lignine issues des gymnospermes ou bois tendres, se
composent d'alcool trans -coniféryle et sont caractérisées par la présence d'un seul

groupement méthoxyle sur le noyau aromatique.

Concernant les unités de lignine issues des angiospermes ou bois durs, ceux-ci
se composent de deux (2) alcools: le trans -coniférol et le trans -sinapol. L'unité trans -
sinapol se distingue par deux (2) groupements méthoxyles sur le noyau aromatique
comparativement au trans -coniférol, qui lui ne posséde qu'un seul groupement
méthoxyle. La lignine issues de toutes plantes herbacées, se compose des trois (3)
principaux alcools: le trans -coniférol, le trans -sinapol et le trans -coumarol. Le trans -
coumarol ne posséde aucun groupement méthoxyle sur le noyau aromatique. Des études
antérieures proposent que les unités phénylpropanoides suivantes: I'alcool p-coumaryle,
l'alcool coniféryle et 'alcool sinapyle constituent les unités de base du mécanisme de

biosynthese (Torssell, K.B.G., 1983; Higuchi, T., 1985).
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OCH, HsCO OCH,
OH OH

Guaiacyle Syringyle

OH
para-hydroxyphényle

Figure 5: Unités de base de la lignine3.

Higuchi, T., (1985).
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OH

Trans-coniférol

HsCO

CH,OH

OH

Trans-sinapol

OCH,

17

CH,OH

OH

Trans-p-coumarol

Figure 6: Unités de base issues de trois alcools phénylpropanoides4.

Higuchi, T., (1985).



La lignine est I'un des polymeres naturels les plus complexes du point de vue de
sa structure dii 2 son hétérogénéité. La synthése de la lignine s'effectue a partir d'unités
phénylpropanoides qui se polymérisent par des mécanismes radicalaires enzymatiques.
11 a été démontré que ces mécanismes sont initiés par 1'action de peroxydases (Fengel,
D. et Wegener, D., 1984). La polymérisation des unités de phénylpropanoides fait suite
a l'abstraction enzymatique d'un atome d'hydrogéne du groupement hydroxyle (-OH)
du noyau aromatique (Figure 7). La formation d'un radical laisse des possibilités de
mésomérie par délocalisation des radicaux afin d'obtenir une structure plus stable. Les
unités radicalaires formés conduiront 2 la formation d'une grande variété de dilignols,

trilignols, etc. (Figure 8).

Les diméres obtenus par mécanisme radicalaire constituent les éléments

nécessaires i la formation des liaisons interunitées de la structure moléculaire de la

lignine (Figure 9).

Les six (6) principaux dimeres de base, des composés de lignines de conifére,
se présentent selon 1'abondance relative des liens inter-phénylpropanoides. La structure
dimérique (B-O-4"), éther gualacylglycérol B-aryl, représente 40 a 60 % de toutes
liaisons interunités de la lignine. La structure phénylcoumarane (B-5') est d'une
importance de 10 % et le diarylpropane, structure B-1', varie de 5 & 10% (Figure 10).
L'unité pinorésinol (8-8") est de l'ordre de 5%, le biphényle (5-5") est de 10% et I'unité
biphényléther (4-O-5") contribue pour 5% de 1'abondance relative (Figure 11) (Higuchi,
T., 1985).
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Figure 7: Mécanisme de polymérisation radicalaire?.

5 Higuchi, T., (1985).
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Figure 8: Formation de dilignols®.

Higuchi, T., (1985).
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Higuchi, T., (1985)
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Figure 10: Diméres de base de la lignine de type B-O-4', B-5' et B-1'8.

Higuchi, T., (1985).
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VI- Biphényléther (4-O-5

Figure 11: Diméres de base de la lignine de type B-B', 5-5' et 4-O-5".

Higuchi, T., (1985).
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2.5 Extraction de la lignine
2.5.1 Extraction de la lignine selon Funaoka et Abe

La méthode proposée par Funaoka et Abe représente de gros avantages
comparativement aux différentes techniques appliquées jusqu'a maintenant. Ces
avantages sont en grande majorité basés sur la facilité d'extraction de la lignine et
l'utilisation d'un minimum d'équipement. Ces auteurs laissent entrevoir la perspective
que cette méthode deviendra une référence tres utilisée dans I'avenir (Funaoka, M. et

Abe, 1., 1989).

Dans une extraction typique de la lignine, la biomasse est broyée a -20 mesh.
Une masse de 10,0 g de bois broy€ est utilisée et mélangée a 10,0 g d'ortho-crésol. A
I'aide d'un mortier, le bois et le réactif sont rendus homogenes. Tout en effectuant une
agitation constante, 10 ml d'acide sulfurique concentré & 72% v/v sont ajoutés
progressivement. Ces opérations produisent un liquide visqueux; un changement de
coloration variant de beige A vert foncé est observé. L'emploi d'une centrifugeuse
atteignant une vitesse de rotation de 10 000 rpm, de l'ordre de 12 000 G, a une
température de 20°C et ce pendant dix (10) minutes, permet la séparation des deux (2)
phases visqueuses. La partie supérieure représente la lignine liée a 'ortho-crésol et la
partie inférieure demeure une solution d'acide sulfurique composée de cellulose et

d'hémicelluloses hydrolysées. Il est également possible de visualiser une troisiéme
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phase, a l'interface des deux (2) autres et celle-ci se compose d'acides gras, de résines

et de lipides.

La phase supérieure est recueillie puis extraite afin de séparer 1'ortho-crésol de la
lignine. Le lignine est analysée par spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier et
par spectrométrie de résonance magnétique nucléaire du carbone-13. L'application de la
méthode de Funaoka et Abe a conduit aux résultats suivants: la lignine extraite est

présente mais uniquement sous forme de traces.

Afin d'optimiser le rendement en lignine, certaines modifications a la méthode
originale ont été essayées sans apporter d'amélidration sensible: d'autres produits
phénoliques (méta-crésol, para-crésol) ont été utilisés mais sans donner les résultats
escomptés. Des résultats semblables ont été obtenus par d'autres chercheurs (Dr.
Catherine Lapierre de 1'INRA, Paris-Grignon, France, communication privée, mai
1991). Suite aux résultats non satisfaisants de la méthode de Funaoka et Abe, la

méthode de Klason pour l'extraction de la lignine fut adoptée.

2.5.2 Extraction de la lignine de Klason

A partir du protocole d'analyse de la lignine de 1'AOAC "Official Methods of
Analysis" approuvé par I'Association analytique des chimistes de méme que celui publié
dans "Methods of Wood Chemistry" de Browning (Browning, B.L., 1967), il est

possible de réaliser l'extraction de la lignine de Klason. Selon les méthodes
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expérimentales, la préparation de la lignine de Klason comporte deux (2) grandes
étapes. L'une consiste 2 éliminer les extractibles présent dans le bois (Figure 12), tandis

que l'autre se résume 2 traiter le résidu obtenu par l'acide sulfurique.

a) L'extraction au soxhlet des extractibles:

La premiére étape consiste a utiliser la matiére végétale préalablement broyée et
de pré-extraire la lignine, par I'emploi d'un solvant, afin d'éliminer toutes traces de
produits organiques (extractibles). Ces extractibles risquent d'influencer la qualité de la
lignine produite par les composés organiques (résines, acides gras, etc.). La lignine de
Klason est extraite selon la méthodé décrite par ' AOAC (Helrich, K., 1990) et
Browning (Browning, B.L., 1967); l'extraction de la lignine de Klason a été

légérement modifiée du protocole original par réduction des temps de pré-extraction.

Cette pré-extraction nécessite l'utilisation d'un soxhlet d'un volume de 250 ml
pouvant extraire une masse de 5,0 g de bois réduits en fines particules de 1'ordre de -20
mesh. La durée de cette étape nécessite un temps minimal de quatre (4) heures.
L'extraction au soxhlet permet d'éliminer les produits extractibles contenus dans la
matrice de 1'échantillon. Par un procédé de reflux en continu, les solvants solubilisent
les extractibles contenus dans la matiére végétale et ceux-ci sont finalement concentrés

dans le ballon de récupération (Figure 13).

L'avantage de cette technique consiste a extraire les produits extractibles avec

des solvants continuellement purifiés. Les solvants utilisés sont le toluéne et 1'éthanol.



Echantillonnage de la biomasse :
. {Epinette blanche)

v

Broyage (-20 Mesh)

v

Extraction au sohxlet
[ Ethanol-Toluéne. (1:2)], 4hres

;

Traitement avec H zsq 72%

'

Hydrolyse HZSQ (5%)
(Reflux 4hres)

!
r—— Filtration —l

Fraction soluble Fraction insoluble
Cellulose et Lignine de Klason
hémicelluloses

hydrolysées (26%)

Figure 12: Schéma du protocole d'extraction de la lignine de Klason.



Légende:

1- Réfrigérant

2- Soxhlet

3- Support a échantillon
4- Ballon (solvant)

Figure 13: Montage de la pré-extraction au soxhlet.
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La proportion de ceux-ci retrouvée dans le mélange sont de l'ordre de 66,7% (v/v) de
toluéne et 33,3% (v/v) en éthanol. Apres quatre (4) heures d'extraction, le résidu est

récupéré puis séché a I'étuve 2 une température constante de 28°C.

b) le traitement avec l'acide sulfurique:

La seconde étape consiste 2 traiter le résidu obtenu précédemment par une
solution d'acide sulfurique. Un fois l'acide sulfurique 72% (v/v) ajouté au résidu, une
suspension gélatineuse se forme apreés 30 secondes de contact. La concentration en
acide sulfurique est réduite & 40% par addition d'eau et une agitation constante est
maintenue pendant 60 minutes. Ensuite, une hydrolyse acide est réalisée en diluant, par
addition d'eau, l'acide sulfurique jusqu'a l'obtention d'une concentration de 5% (v/v).
Ce montage nécessite 1'utilisation d'un ballon de 500 ml surmonté d'un réfrigérant et

d'un systéme de chauffage a reflux pendant quatre (4) heures.

Et finalement, une filtration & chaud sur verre poreux est effectuée afin
d'éliminer les traces d'acide et les sucres hydrolysés. Pour ce faire, le résidu est lavé
avec de 1'eau déminéralisée jusqu'a ce que le pH devienne légérement acide. Le résidu
obtenu est séché a I'étuve et analysé par différentes méthodes spectroscopiques; les
résultats obtenus présentent les mémes caractéristiques générales que la lignine de

Klason obtenu par Browning (Browning, B.L., 1967).
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2.6 érisati igni

2.6.1 Chromatographie d'exclusion

La chromatographie de perméation sur gel ou chromatographie d'exclusion

permet l'estimation des masses moléculaires des échantillons de lignine.

La chromatographie d'exclusion ou de perméation sur gel "Gel Permeation
Chromatography (GPC)" se résume a un eﬁsemble de techniques permettant de séparer
et de purifier les divers constituants d'un mélange selon l'importance de leurs masses
moléculaires. Cette méthode chromatographique utilise comme phase stationnaire une
structure mélééulaire sphérique ayant de petites cavités ou pores de dimensions précises
et uniformes dans lesquels les molécules, de dimensions appropriées, peuvent s'insérer
et étre retenues un certain temps (Figure 14). Par ailleurs, les molécules de grandes
masses moléculaires passent entre les sphéres et sont rapidement éluées de 1a colonne

par la phase mobile.

Le systéme d'analyse chromatographique se compose de six (6) éléments: un
réservoir a €éluant, une valve d'injection, une colonne chromatographique contenant le
gel de petites dimensions Séphadex G-50 de grade fin de la compagnie Pharmacia, un
détecteur U.V., une pompe péristaltique et finalement un enregistreur graphique (Figure
15). L'analyse chromatographique des populations de lignine de Klason s'est effectuées

sur une colonne de type LKB. La structure de base de la colonne comprend un tube de
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Figure 14: Structure moléculaire du Séphadex 10,

10 Pharmacia, 1985.



Légende:
1- Réservoir a €luant
2- Valve d'injection
3- Colonne chromatographique

4- Détecteur U.V. (280 nm)
5- Pompe péristaltique
6- Enregistreur

Figure 15: Schéma du systéme chromatographique

32



33

verre dont les dimensions sont: un diamétre interne de 1,7 cm et 27 cm de long. Le
détecteur U.V. de modele "UV ALTEX 153" permet de lire une longueur d'onde fixe
de 280 nm. Le volume de la cellule du détecteur est de huit (8) pl et celle-ci est reliée a
une pompe péristaltique de la compagnie Rainin, modele Rabbit. Le syst¢me de pompe
permet de garder un débit constant de l'ordre de 0,5 ml/minute. Le signal fourni par le

détecteur est transcrit par un enregistreur analogique, de type "Linear 1200".

Avant de procéder a l'analyse des échantillons, la préparation de la phase
stationnaire exige une attention particuliere. Il est essentiel d'obtenir un gel homogene et
parfaitement régulier. La premiére étape consiste a faire "gonfler” le gel avant son
utilisation. La période de gonflage du gel en contact avec la phase mobile nécessite un
temps de 24 heures 2 la température normale de la piece (25°C). La littérature décrit
différentes méthodes permettant d'effectuer le montage d'une colonne

chromatographique (Pharmacia, 1985; Granath, K.A., 1967).

L'expérience a montré que pour préparer une colonne chromatographique, il
nécessite 1,5 g de gel de Séphadex G-50 fine d'ou le diameétre des grains secs varie de
20-80 um. La phase mobile utilisée est une solution tampon THAM composée de 0,2 M
de tris(hydroxyméthyle) maléate d'aminométhane, de 0,2 M d'hydroxyde de sodium et

le pH requis pour cette solution est de 8,6.

Théoriquement, la capacité volumique totale (Vt) de la colonne est déterminée
par la sommation de Vo + Vi + Vm, out Vo correspond au volume interstitiel. Vo est
estimé par la chromatographie d'une molécule suffisamment grosse, le bleu dextran, ne

risquant pas d'étre retenue par le gel. Le volume nécessaire pour 1'élution de cette
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molécule correspond au volume de liquide se trouvant entre les grains. Le bleu dextran
est une molécule d'étalonnage standard d'une masse moléculaire de 2 000 000 Daltons
et celle-ci permet de calculer la valeur de Vo. Vi correspond au volume intérieur des
grains, il varie selon la porosité et la qualité du gel. En connaissant le type de gel, Vi est
calculé en multipliant le poids sec "Ps" du gel par la capacité d'absorption "Sr"et par

l'inverse de la densité de 1'éluant "p" d'ot Vi= (Ps * Sr) /p.
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Le volume interstitiel (Vo) observé, pour une colonne de 27 cm de long par 1,7
cm de diametre interne, est de 16,43 ml. Le volume total (Vt) est de 61,28 ml et le
volume pour l'intérieur des grains (Vi) correspond a environ 10,25 ml. Aprés calcul, le
volume de la matrice du gel (Vm) est de 34,60 ml. En connaissant alors le type de gel
utilisé, la quantité de Séphadex sec (avant gonflage) nécessaire pour ce type de colonne,

les valeurs de Vo et Vm, peuvent alors étre estimées.
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Afin d'obtenir une séparation adéquate, il a fallu optimiser le systéme
chromatographique en variant le débit de la colonne, le volume d'échantillon injecté et la
longueur de la phase stationnaire. Les conditions expérimentales sont énoncées dans le
tableau I. Un volume de 500 pl est injecté et un débit de 0,5 ml/mim;)est maintenu et
permet la séparation des masses moléculaires. La durée pour chacune des analyses

chromatographique est d'environ 100 minutes.

Les échantillons de lignine sont séparés par chromatographie d'exclusion
permettant une estimation de leurs masses moléculaires. Des courbes d'étalonnages sont
obtenues par l'utilisation d'échantillons de standards certifi€s, provenant de la
compagnie Sigma et comprenant cing (6) masses moléculaires variant de 2 000 000 &
376 Daltons. La courbe d'étalonnage calculée renferme quatre (4) standards et se
composent d'anhydrase carbonique (29 000 Daltons), de cytochrome C (12 400
Daltons), d'aprotinine (6 500 Daltons) et de riboflavine (376 Daltons). L'albumine avec
une masse moléculaire de 66 000 Daltons n'est toutefois pas utilisé€ pour les calculs de
régressions linéaires (Tableau II). En considérant les quatre (4) échantillons standards,
'équation de la fonction linéaire s'écrit sous la forme de: In Mw = m (Ve/Vo) + b. La
droite de régression du logarithme naturel de la masse moléculaire (Mw) par le rapport
du volume d'élution d'un composé (Ve) via le volume interstitiel (Vo) et ce résultat
correspond a 1'équation suivante: In Mw = -2,975 (Ve/Vo) + 13,857 (Figure 16). Le
coefficient de corrélation linéaire (r) obtenu représente 0,999 et le coefficient de
détermination (r2) correspond 2 0,984. L'utilisation de ces standards moléculaires s'est
avéré efficace pour la présente étude et celles réalisées antérieurement (Kern, HW.,

1983; Pellinen, J. et Salkinoja-Salonen, M., 1985).



TABLEAU I

Conditions d'analyse par chromatographie

de perméation sur gel

PHASE STATIONNAIRE
PHASE MOBILE

LONGUEUR DE COLONNE

DIAMETRE INTERNE

VOLUME TOTAL (V1)

VOLUME INTERSTITIEL (Vo)

VOLUME INTERIEUR DES GRAINS (Vi)
VOLUME DE LA MATRICE (Vm)

DEBIT

VOLUME D'INJECTION

DETECTEUR

LONGUEUR D'ONDE

ENREGISTREUR

SENSIBILITE

Séphadex G-50 fine
Tampon THAM pH 8,6
27 cm

1,7cm

61,28 ml

16,43 ml

10,25 ml

34,60 ml

0,5 ml/min

500 ul

UV ALTEX, 153
280 nm |
Linear 2000

I mV
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Caractéristiques des échantillons standards

TABLEAU II

Molécules d'étalonnage Mw In Mw Ve Ve/Vo
(Dalton) (ml)

Bleu dextran 2 000 000 14,51 23,25 1,00
Albumine 66 000 11,09 25,11 1,08
Anhydrase carbonique 29 000 10,27 26,86 1,15
Cytochrome C 12400 9,43 34,24 1,47
Aprotinine 6500 8,78 42,40 1,82
Riboflavine 376 5,93 60,82 2,62
Régression linéaire:

In Mw = m (Ve/Vo) + b

Pente = - 2,975

Ord. origine= 13,857

Coeff. R2 = 0,984
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38

1

10 4

@\ Anhydrase carbonique
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Légende:
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Vo: Volume interstitiel
Ve: Volume d'élution

Courbe d'étalonnage de la chromatographie sur gel
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2.6.2 Spectroscopie Infrarouge

La spectroscopie infrarou ge. est une méthode rapide permettant la caractérisation
des groupements fonctionnels et des composantes majeures de différents échantillons.
Cette technique analytique consiste a produire un rayonnement infrarouge et lorsque la
molécule regoit ce rayonnement a une fréquence ou elle peut entrer en résonance, celle-
ci absorbe cette énergie et l'amplitude de ses vibrations se .trouve augmentée. La
spectroscopie infrarouge produit un rayonnement dont la fréquence (nombre d'onde)
varie de 660 & 4000 cm-1. La notation "nombre d'onde" exprimée en cm-1 correspond

a l'inverse de la longueur d'onde exprimé en pm.

La spectroscopie infrarouge se caractérise par des excitations vibrationnelles et
rotationnelles & chacune des régions spécifiques du spectre électromagnétique. La
molécule absorbe ainsi de 1'énergie par ses vibrations de valence (stretching) ou de
déformations angulaires (bending) ou autres. Les vibrations des liens de valence sont
caractérisées par une variation de la distance entre les atomes considérés. Les vibrations
de déformations angulaires se caractérisent par une variation de la position des atomes
par rapport a 'axe de la liaison initiale. Ces vibrations peuvent donner des effets de
cisaillement, de rotation, de balancement et de torsion (Pasto, D.J., et Johnson, C.R.,

1979; Silverstein, R.M., et al., 1991).

Avec l'arrivée de la génération des spectrometres a transformée de Fourier,
I'évaluation qualitative et quantitative des données se fait plus facilement et de fagon

plus précise. Un spectrométre infrarouge a transformée de Fourier fabriqué par la
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compagnie Midac et couplé 2 un systéme d'acquisition des données a été utilisé. Les
données numérisées ont été enregistrées sur un ordinateur compatible IBM muni du
logiciel LAB CALC (Copyright Galactic Industries Corp., 1991). Les conditions
d'analyses apparaissent au Tableau III. Avant I'analyse, les échantillons ont été placés
au dessicateur, en utilisant le CaCla comme agent desséchant, pendant une période de

24 heures.

Les échantillons en phase solide ont été préparés a l'aide d'une solution solide
de bromure de potassium, KBr, ol la concentration de I'échantillon & analyser est de
1,0 mg de lignine pour 200 mg de KBr. Cette concentration permet la détermination
qualitative des différents groupements fonctionnels et d'avoir une idée au point de vue

de la détermination semi-quantitative.

Le spectre de la référence de KBr est pris dans les mémes conditions d'analyse
pour étre soustrait du spectre des échantillons. Il en résulte un spectre expérimental
n'incluant pas la référence et la réduction du bruit de fond permet de maximiser

l'interprétation. La région étudiée s'étend de 4000 450 cm-1,

Les différents échantillons se composent de la méme matiére de base soit:
l'épinette blanche suite a divers traitements. Un premier spectre est obtenu 2 partir de
I'échantillon d'épinette blanche broyé, un second est obtenu suite a une extraction au
soxhlet (solvant: éthanol-toluéne). Et, aprés traitement a l'acide sulfurique 72% (v/v), le

spectre de la lignine de Klason est obtenu.
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TABLEAU III

Conditions d'analyse de la spectrométrie

infrarouge a transformée de Fourier

SPECTROMETRE Midac Corporation
TYPE ' Transformée de Fourier
INTERFACE Lab Calc, Midac FTIR
ECHANTILLON 0,5 % dans KBr
NOMBRES D'ONDE 4000 2 450 cm-1
RESOLUTION 4 cm-1

NOMBRE D'ACQUISITION 128

DETECTION Simple faisceau
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2.6.3 Spectroscopie ultraviolette

Les bandes d'absorption observées dans l'ultraviolet témoignent de la présence
de conjugaisons dans la molécule. Le principe de 1'UV se résume a exciter
électroniquement les molécules par I'emploi de courtes longueurs d'ondes variant de
200 a 400 nm. 11 en résulte alors a des transitions électroniques accompagnées de

modifications vibrationnelles et rotationnelles (Silverstein, R.M., et al., 1991).

L'absorption ultraviolette est un instrument trés utilisée pour la détection
qualitative et quantitative de la lignine. Cette méthode permet de déterminer la présence
de toutes structures ayant des groupements insaturés: les noyaux aromatiques, les
groupements carbonyles, etc,. L'analyse des échantillons est effectuée a l'aide d'un
spectrophotometre U.V. dont la longueur d'onde varie de 200 a 400 nm. Les spectres
de lignine présentent une forte absorption dans la région ultraviolette entre 200 et 380
nm, ce qui caractérise la lignine par l'importance des unités aromatiques
phénylpropanoides (Fengel, D., et Wegener, G., 1984). La détection de la lignine lors
de la chromatographie d'exclusion sur gel se fait en opérant a longueur d'onde fixée a

280 nm.

Le spectre théorique de la lignine absorbe & des longueurs d'ondes variant de
230 a 330 nm, pour afficher un maximum d'absorption a 280 nm. Cette région

d'absorption varie selon I'importance des groupements méthoxyles que posseéde chaque
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unités phénylpropanoides. Ces particularités occasionnent une légére variation du

maximum d'absorption de la longueur d'onde autour de 280 nm.

2.6.4 Spectrométrie de résonance magnétique nucléaire du carbone-13

La résonance magnétique nucléaire du carbone-13 consiste & provoquer une
excitation des noyaux atomiques dans un champ magnétique, induite par une irradiation
de fréquence radio. La RMN du carbone-13 est une technique précise permettant
d'analyser I'environnement des carbones-13 dans I'échantillon étudié. Les analyses des
échantillons ont été effectuées en mode d'intégration qualitative dans les mémes
conditions expérimentales. Certains auteurs ont utilisé la RMN du carbone-13 de
maniére quantitative (Robert, D. et Chen. C.L., 1989) mais cette technique requiert
toutefois une atiention toute particuliere. Les intensités correspondantes a des
résonances spécifiques peuvent varier selon le type de matrice. II est généralement
admis que l'intégration quantitative en RMN du carbone-13 n'est pas réellement & point
vu les nombreux parameétres 2 maitriser (Abraham, R.J., 1990). L'environnement dans
la molécule pour chaque carbone, le temps de relaxation de la molécule et 1'effet
nucléaire Overhauser (NOE) continuent de poser un défi & l'intégration quantitative des
signaux en RMN du carbone-13 (Abraham, R.J., 1990); d'autres auteurs ont souligné
les limites des intégrations quantitatives lors de l'application de la méthode du

découplage inversé (Inverse Gate Decoupling) (Sjoholm, R., 1992).
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Les échantillons ont été analysés a 1'état solide (CPMAS-13C) au laboratoire
régional de RMN a haut champ de I'Université de Montréal. L'acquisition des données
- a été réalisée sur un spectrometre Varian, model VXR 300 opérant a 75,431 MHz pour
le carbone-13. La durée de I'impulsion 90° était de 1,0 ms. Une période de relaxation de
6,0 secondes était nécessaire entre chaque passage et la largeur spectrale d'acquisition
est de 30 030 Hz (Tableau IV). Les spectres RMN du carbone-13 ont été enregistrés
avec des intégrations qualitatives (l'intégration quantitative n'était pas disponible). Les
analyses des échantillons ont été enregistrés de deux fagons, 'une selon les conditions
normales et l'autre, avec le procédé TOSS (Total Suppression of Sidebands) (Sanders,
J.K.M. et Hunter, B.K., 1988). Ce procédé permet de minimiser l'effet de matrice de

I'échantillon afin de fournir un spectre dépourvu de tout dédoublement.
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Conditions d'analyse de la spectrométrie

RMN du carbone-13 a 1'état solide

APPAREIL
PHASE

ANGLE MAGIQUE DU SPIN
SEQUENCE

ANGLE DE PULSATION
FREQUENCE
TEMPERATURE

LARGEUR SPECTRALE
TEMPS DE RELAXATION
TEMPS D'ACQUISITION
VITESSE DU SPIN
METHODE

Varian, VXR 300
Solide (CP/MAS)
54° 44'

Pulse

90°

75.431 MHz
25°C

30030 Hz

6,0 sec.

74,6 ms

3 900 Hz

TOSS
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2.6.5 Spectrométrie de masse (FAB/MS):

Le terme FAB/MS (Fast Atom Bombardment/ Mass Spectroscopy) se traduit de
I'anglais par "Spectrométrie de masse par atomes rapides”, et consiste a partir d'un
faisceau d'atomes rapides d'argon, & bombarder le composé. C'est une technique douce
permettant I'étude de molécules complexes telle que la lignine. L'échantillon est placé en
suspension dans une matrice liquide. Dans cette €tude, le thioglycérbl s'est avéré la

meilleure matrice.

La teéhnique (FAB/MS) permet l'analyse des fragments (m/z) des différents

composés organiques complexes en phase solide (Tableau V).



TABLEAU V

Conditions d'analyse de la spectrométrie

de masse par atomes rapides (FAB/MS)

APPAREIL VG, Autospec-q
PHASE Solide (CP/MAS)
COURANT 2uA

ENERGIE 22kV

TEMPERATURE 60 °C
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2.7 Biotransformation de la lignine de Klason

2.7.1 Description du microorganisme

Les moisissures sont des champignons qui ne peuvent se classer ni parmi les
plantes, ni parmi les animaux. Les champignons sont des organismes eucaryotes dont
les cellules se composent d'un noyau entouré d'une membrane nucléaire. Cette
caractéristique les différencie des procaryotes dont le noyau de la cellule ne présente pas
de membrane nucléaire et demeure typique aux bactéries (Roquebert, M.-F., 1986).
Ces microorganismes se présentent sous une forme filamenteuse. Ils se composent de
longs vaisseaux contenant du cytoplasme ainsi que tout ce qui constitue les cellules
vivantes: noyaux, mitochondries, ribosomes, vacuoles et réserves nutritives (Figure

17).

L'espéce utilisée, Phanerochaete chrysosporium ou encore Sporotrichum
pulverulentum, fait partie des mycetes. Selon des études antérieures (Huguchi, T.,
1981), ce microorganisme a la particularité de procéder a la dégradation de la lignine.
Cette espece est obtenue 2 partir des souches de 1'American Type Culture Collection
(numéro de série: ATCC 24725). Son role est de biotransformer la lignine de Klason; il
en résulte une réduction de la longueur des unités phénylpropanoines composant ce
polymeére; des phénomeénes de repolymérisations sont également observés

(Schoemaker, H.E. et al, 1989).
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gross. 100 x

Figure 17: Visualisation de Phanerochaete chrysosporium au microscope.
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2.7.2 Milieu de culture

Pour permettre au microorganisme Phanerochaete chrysosporium de se
développer, des plaques de gelose composées d'agar et d'un milieu constitué d'une
solution de dextrose a base de pomme de terre (Medium Potato Dextrose Agar) sont
préparées. La préparation d'une solution de 200 ml nécessite 7,84 g. d'agaretde 1,6 g
de solution dextrose a base de pomme de terre. Une stérilisation est effectuée pendant
30 minutes 3 une température de 121°C sous une pression de 1,044 N/cm?2, La solution
obtenue est versée dans des boites de Pétri pour ensuite former une substance
gélatineuse préte a recevoir la souche initiale du microorganisme. Selon des études
réalisées A I'Institut Armand-Frappier et 24 I'UQAC, le temps minimal pour une
croissance adéquate de Phanerochaete chrysosporium est de 96 heures (4 jours) a une

température de 25°C (Figure 18).

2.7.3 Biotransfermation

Afin de réaliser un milieu de culture permettant, d'une part, le développement du
microorganisme et, d'autre part, la biodégradation de la lignine de Klason, il faut
préparer un milieu de culture tenant compte de ces objectifs. En considérant les
différents parameétres, le milieu de culture servant 2 la croissance du mycéte et i la

dégradation de la lignine doit contenir un minimum d'éléments nutritifs.



0 heure

48 heures

96 heures

Figure 18: Croissance de Phanerochaete chrysosporium sur gelose a 25°C.
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Un des exigences pour la réalisation de ce travail, consiste A optimiser le milieu
de culture permettant la croissance du champignon, Phanerochaete chrysosporium, en

vue d'une biotransformation optimum de Ia lignine.

Les éléments nécessaires pour préparer les milieux de culture ont été optimisés
expérimentalement en variant le dosage de I'un ou l'autre des réactifs. Plusieurs essais
ont été effectués initialement au centre de recherche en microbiologie appliquée de
I'Institut Armand-Ffappier sous la direction du Dr D.S. Chahal, et complétés a
I'Université du Québec a Chicoutinﬁ afin de trouver un milieu de culture efficace
permettant d'atteindre les résultats escomptés. Un milieu de Mandels et Weber (1969)
(Chahal, D.S., et Khan, S.M., 1991) a été adapté aux conditions expérimentales
permettant la biotransformation de la lignine. Ce milieu se compose de glucose, de
phosphate de potassium, de sulfate d'ammonium, d'urée, de sulfate de magnésium, de
chlorure de calcium, de sulfate de fer (II), de sulfate de manganése (II), de sulfate de

zinc, de chlorure de cobalt (IT) et d'extrait de levure (Tableau VI).

La biotransformation comprend deux (2) étapes: i) la croissance du
microorganisme Phanerochaete chrysosporium en absence de lignine dans un milieu de
Mandels et Weber (1969); ii) la fermentation de la lignine par Phanerochaete

chrysosporium (Figure 19).



TABLEAU VI

Milieu de culture et de fermentation

Produits , Concentration
(conc. g/1)
Glucose 10,0
Phosphate de potassium (KH,PO,) 2,0
Sulfate d'ammonium ((NH,),SO,4) 1,4
Urée 0,3
Sulfate de magnésium (MgSO,4.7H,0) 0,3
Chlorure de calcium (CaCl,) 0,3
Extrait de levure 0,5
(conc. mg/l)
Suifate de fer (II) (FeSO4.7H,0) 5,0
Sulfate de manganese (II) (MnSO4.7H,0) 2,23
Sulfate de zinc (ZnSO4.7H,0) 2,76

Chlorure de cobalt (II) (CoCl,.6H,0) 3,66
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Lignine de Klason

Inoculation avec le microorganisme
Phanerochaete chrysosporium

l

Fermentation
(25 °C)

l

Analyses des échantillons
fermentés

a_p Chromatographie de perméation sur gel
( Séphadex G-50)

b g Spectroscopie U.V. et I.R.

¢ | Spectroscopie RMN du ' °C et FABMS

Figure 19: Méthodologie détaillée de la biotransformation de la lignine de Klason.
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La méthodologie de la biotransformation de la lignine de Klason se résume a la
croissance de Phanerochaete chrysosporium dans un milieu de Mandels et Weber dont
la composition figure au tableau VI. La durée de croissance du microorganisme
s'échelonne sur une période de 96 heures. Ensuite, des milieux de Mandels et Weber de
la méme composition sont préparés afin de pouvoir recevoir 0,15 g de lignine de

Klason.

Le milieu contenant la mycéte est homogénéisé a l'aide d'un mélangeur en acier
inoxydable. Le microorganismé ainsi broyé est ajouté par fraction de dix (10) ml a
chacun des milieux de Mandels et Weber contenant 0,15 g de lignine de Klason et le pH
est ajusté & 5,8. Les milieux sont entreposés dans une atmospheére a température
contrdlée (25°C) sur une plaque agitatrice de marque Junior Orbit Shaker (Lab-Line
Instruments, Inc) dont la vitesse de rotation est de 130 tours/ min. A chaque
prélévement d'un milieu de culture, le pH est vérifi€ et réajusté a 5,8 et tous les autres

milieux sont ainsi controlés.

2.7.4 Préparation des échantillons

Chacun des milieux est filtré sur papier filtre Whatman (degré de porosité de 4)
permettant I'élimination des traces de lignine insoluble et du microorganisme. La lignine
soluble est analysée par spectrométrie ultraviolette, résonance magnétique nucléaire du
carbone-13, spectrométrie de masse par atomes rapides et par chromatographie

d'exclusion sur gel.
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Les échantillons de lignine soluble sont concentrés de méme que la référence
(milieu de culture). Une premiére analyse sur spectrophotometre UV est effectuée et la
région d'absorption se situe entre 240 et 290 nm pour atteindre une valeur maximale

d'absorption a 267 nm.

Les mémes échantillons de lignine biotransformée sont analysés sur colonne de
perméation sur gel. La longueur d'onde utilisée pour la chromatographie est de 280 nm.
Pour les autres types d'analyses spectroscopiques, les échantillons sont concentrés a
sec puis dissous dans du diméthylsulfoxyde (DMSQO) permettant d'obtenir une solution
parfaitement homogene. Les analyses soﬂt effectuées a partir d'une suspension dans le
thioglycérol pour la spectrométrie de masse par atomes rapides (FAB/MS) et le spectre

de résonance magnétique nucléaire du carbone-13 est déterminé en phase liquide.



CHAPITRE III

RESULTATS ET DISCUSSION



3.1 C térisati ] tractibl

La préparation de la lignine de Klason nécessite une pré-extraction au soxhlet
afin d'éliminer les extractibles contenus dans la matieére végétale. Les produits extraits
de la biomasse se retrouvent solubilisés dans le mélange de solvant éthanol-toluéne. Les
échantillons sont méthylés par diazotation pour é&tre ensuite analysés par
chromatographie en phase gazeuse sur colonne capillaire. Les indices de Kovats sont
calculés et une seconde analyse de chromatographie gazeuse couplée a la spectrométrie
de masse (GC-MS) permet l'identification de ces produits. Les résultats obtenus
démontrent que les extractibles de 'épinette blanche Picea glauca (Moench) Voss, se
composent majoritairement d'acides résiniques, de quelques monoterpénes et de
différents alcools (tableau VII). Ces résultats sont conformes a ceux déja publiés
(Yildirim, H. et Holmbom, B., 1978; Hachey, J.-M. et Simard, S., 1987). Les

extractibles obtenus représentent 3,8 % (p/p) de la matie¢re végétale séchée.

3.2 C iti 81 taire de la ligni

La composition élémentaire de la lignine traitée avec l'acide sulfurique concentré
a 72% (v/v) provenant d'essence résineuse, telle que I'épinette blanche de Norvége,
Picea abies, est de l'ordre de 62,3% (p/p) en teneur de carbone, 5,5% d'hydrogéne,
32,2% d'oxygene et 14,1% en groupements méthoxyles (OCHj3) (Fengel, D. and

Wegener, G., 1984).
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TABLEAU VII
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Extractibles provenant de 1'épinette blanche

No. T.R. Surface I.K. Identification
(%)
1 7,68 3,31 865 Ethyl benzéne
2 8,03 3,76 873 Diméthyl-1,3 benzeéne
3 11,02 1,84 933 Cumene
4 17,02 0,55 1025 Ether méthylique du p-crésyl
5 17,77 1,50 1038 n.i.
6 20,60 0,50 1084 Trans-octéne-2-ol-1
7 20,77 1,04 1086 n.i.
8 21,38 11,29 1095 Fenchone
9 28,83 0,93 1188 Isobutyrate de cyclohexyle
10 29,81 1,18 1199 Octanoate d'éthyle
11 37,26 1,12 1316 Nonyoate-2 de méthyle
12 42,74 1,50 1388 B-damascénone
13 52,81 1,13 1551 Occidentalol
14 63,20 2,28 1729 Décanoate de méthyle
15 73,85 1,80 1929 Nonadécanoate de méthyle
16 77,42 1,02 1996 n.i.
17 78,80 2,29 2026 Isobutyrate de géranyle
19 79,76 6,13 2048 Manool
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TABLEAU VII (SUITE)

No. T.R. Surface I1.K. Identification
(%)
20 79,78 1,19 2048 Tétradécanoate de méthyle
21 81,01 0,93 2075 n.i.
22 82,27 1,11 2102 Stéarate de méthyle
24 83,79 0,99 2134 n.i.
26 88,89 1,42 2234 Sandaracopimarate de méthyle
28 91,05 3,71 2272 Isopimarate de méthyle
30 93,23 4,12 2310 Tétrahydroabiétate de méthyle
32 93,65 20,19 2317 Déhydroabiétate de méthyle
34 96,38 1,16 2361 Néoabiétate de méthyle
Légende:

n.i. non identifié
T.R. Temps de rétention (min.)
I.K. Indice de Kovats



La composition trouvée pour la lignine de Klason extraite de I'épinette blanche
Picea glauca (Moench) Voss, de la région du Saguenay au Québec, contient 60,27%
(p/p) de carbone, 5,27% d'hydrogene, 0,30% d'azoté, 0,46% de soufre et 9,46% de
groupements méthoxyles (OCH3). La composition en oxygene fut déterminée par calcul
et permet d'obtenir 33,70% en oxygeéne pour ce type d'épinette. Les analyses
élémentaires des échantillons d'épinette blanche du Québec, Picea glauca (Moench)
Voss, et de sapin baumier de la méme région, Abies balsamea L. Mill., présentés au
tableau VIII ont été effectuées au Laboratoire Schwarzkopf (Schwarzkopf

Microanalytical Laboratory, Woodside, NY 11377, USA).

Les résultats obtenus pour l'analyse €lémentaire permettent 1'estimation d'une
formule empirique correspondant au polymere de la lignine de Klason selon la forme
suivante: CxHyOz(OCH3)n. Apres calcul pour la lignine de Klason de 1'épinette blanche
Picea glauca (Moench) Voss, la formule moléculaire, pour chaque unité de neuf (9)
carbones, comprend huit (8) hydrogenes, trois (3) oxygeénes et une demi (0,5) unité
méthoxyle. La formule moléculaire simplifiée s'exprime comme suit:
CyHg 303 43(OCHj3) 5g. Les calculs ont également été effectués pour la lignine de
Kléson extraite du sapin baumier Abies balsamea L. Mill. et l'expression de la formule

moléculaire représente: C9H7,402,78(0CH3)0,78.

Concernant I'échantillon de lignine de Klason provenant du sapin baumier, le
pourcentage de groupements méthoxyles est d'environ 13,0 % comparativement 2
9,46% pour 1'épinette blanche. Ces différences peuvent €tre attribuées a une teneur plus
grande en para-hydroxyphényle pour I'épinette blanche. Par contre, le pourcentage en

carbone et en hydrogene est trés similaire pour les deux espéces analysées. Afin de

61



démontrer que le traitement a 'acide sulfurique 72% ne contribue pas a 'hydrolyse du
groupement méthoxyle, un échantillon d'anisole a subit le méme traitement que celui de
'épinette blanche. Les résultats obtenus par chromatographie en phase gazeuse ont
démontré que le pourcentage d'anisole hydrolysé ne dépasse pas 0,08% (selon la teneur
en phénol). Ces résultats démontrent que le groupement méthoxyle qui se retrouve sur
le cycle aromatique ne peut €tre hydrolysé selon la procédure d'extraction de la lignine
- de Klason. Ces résultats sont conformes a ceux notés dans la litt€rature concernant les
exigences pour I'hydrolyse d'éthers phénoliques: la présence de HI ou HBr est requise

(Vogel, AL, 1978).

La lignine de Klason produite, représente 26% de la matiére végétale séchée et

se compare bien aux résultats de Mullins et McKnight (1981).
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TABLEAU VIII

Comoposition €lémentaire de la lignine de Klason

Epinette Sapin Epinette
blanched baumier? blancheC
(Canada) (Canada) (Norvége)

Eléments ' % Retrouvé
Carbone 60,27 63,39 62,3
Hydrogene 5,27 5,77 5,5
Azote 0,30 n.d. n.d.
Soufre 0,46 n.d. n.d.
Oxygene 33,70 30,84 32,2
Méthoxyle (OCH3) 9,46 13,06 14,1

n.d. non déterminé

a- Picea glauca (Moench) Voss
b- Abies balsamea (L.) Mill.
c- Picea abiesll

11 Fengel, D. and Wegener, G., 1984.



3.3 Analvses spectroscopiques infrarouges

L'interprétation de spectres infrarouges permet d'identifier des groupements
fonctionnels caractéristiques. Pour des échantillons de lignine, la plus grande erreur est
de conclure rapidement que les spectres de lignine sont tous identiques les uns par
rapport aux autres (Faix, O., et Beinhof, O., 1988). Le fait qu'ils soient similaires ne
signifie pas qu'ils soient identiques. Les spectres infrarouges de lignine présentent des
caractéristiques particulires pour chaque type de lignine. Une grande minutie est
requise dans l'interprétation des spectres obtenus pour le bois brut, le bois extrait et la
lignine de Klason, ceci, afin de différencier les 1égéres variations permettant de dégager
des caractéristiques propres 4 chacune des composantes majeures du bois (cellulose,

hémicellulose, lignine).

Afin d'étudier en profondeur les spectres d'épinette blanche, ceux-ci ont été
soumis a4 la méthode de différenciation. Cette méthode permet de maximiser la
résolution en minimisant le risque d'erreur (Faix, O., et Beinhof, O., 1988). Le spectre
du bois brut a été effectué a 1'état solide en suspension dans le KBr. Le spectre de
soustraction, qui résulte du spectre de I'échantillon (lignine) moins celui de la référence
(KBr), permet d'éliminer les signaux attribuables a 1'air, au KBr et au bruit de fond de

'appareil dans l'interprétation des résultats.

Trois (3) échantillons différents provenant du méme conifere sont analysés: le
bois brut, le bois extrait avec I'éthanol-toluéne et la lignine de Klason. Le spectre du

bois brut (Figure 20) correspond a I'échantillon non-traité, broyé a une grosseur de
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Figure 20: Spectroscopie infrarouge du bois brut (avec extractibles).



particules de -20 mesh (se qui passe a travers un tamis de 20 mesh). Le spectre du bois
extrait (Figure 21) correspond aux résidus de bois obtenus aprés extraction avec un
mélange d'éthanol-toluéne au soxhlet, et finalement, la lignine de Klason (Figure 22)
corespond aux particules solides recupérés apres traitement avec l'acide sulfurique a

72% (v/v) suivi d'une hydrolyse en présence d'acide sulfurique 5%.

Par comparaison des trois (3) échantillons, les spectres obtenus présentent une
grande similitude dans la région de 4000 4 2000 cm-! (Figure 23). L'ensemble des trois

(3) spectres montrent une large bande d'absorption dans la région de 3400 cm-1 et ce
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nombre d'onde correspond aux groupements hydroxyles (OH) (Browning, B.L.,

1967). Les vibrations de valence C-H aromatique retrouvées entre 2800 et 3030 ¢cm-1

sont observées pour chacun des échantillons.

Le spectre de lignine se différencie des deux (2) autres par une diminution de
l'intensité du signal dans la région de 1000 2 1500 cm-l. Cette région renferme des
fonctions aromatiques, hydroxyles et des fonctions éthers aromatiques. Les
groupements acétyles provenant des résidus de polysaccharides, sont caractéristiques
des échantillons de bois brut et de bois sans extractibles par leur absorbtion dans la
région de 1735-1740 cm-! (Fengel, D. and Wegener, G., 1984). Le signal observé
pour les échantillons de bois brut et de bois extrait est bien défini comparativement 2
lignine de Klason qui lui demeure présent au nombre d'onde de 1733 cm-! tout en étant

beaucoup moins prononcé (Figure 24).
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Figure 21: Spectroscopie infrarouge du bois extrait (sans extractibles).
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Figure 23: Comparaison des trois spectres issus de 1'épinette blanche
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Les unités de base constituant la lignine, se composent principalement de
fonctions aromatiques, de carbonyles (C=0), d'alcools et d'éthers. Dans les spectres du
bois brut, du bois extrait et de celui de la lignine de Klason, de larges bandes intenses
sont observées dans les régions de 1600 4 1725 cm-l. Celles-ci correspondent aux
groupements carbonyles (C=0) qui se retrouvent dans la structure de la lignine. Selon
la structure moléculaire de 1'échantillon, la position spectrale de ce groupement peut
légerement varier en présence de conjugaisons reliées aux noyaux aromatiques.
Habituellement, dans un échantillon de lignine, ce groupement principal se situe prés de

1700 cm-1 (Fengel, D. and Wegener, G., 1984).

Les bandes d'absorption déja observées entre 1500 et 1600 cm-!, sont
retrouvées dans la région de 1511 et 1596 cm! et correspondent aux vibrations de
valence C=C conjuguées des systémes aromatiques (Silverstein, R. M. et al, 1991;
Browning, B.L., 1967; Durig, D.T. et al., 1988). Des études antérieures ont démontré
que l'intensité des bandes d'absorption se trouve grandement influencée par la structure

avoisinante du noyau aromatique (Katrizky, A.R., Topsom, R.D., 1977).

A partir des échantillons analysés, il existe deux (2) régions qui permettent de
différencier la lignine du bois mou et celle du bois dur. Premiérement, la lignine se
caractérise en infrarouge par d'importantes bandes d'absorption dans la région de 1500
et 1600 cm-l. Les résultats obtenus antérieurement par différents auteurs, démontrent
que des bandes caractéristiques de la lignine sont présentent entre 1500-1600 cm-1.
D'apres les signaux observés, le spectre de la lignine de Klason montre une vibration de

valence dans la région de 1517 cm-1 et cette région correspond aux unités de lignine
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caractérisant les bois mous (Faix, O., et Beinhof, O., 1988; Owen, N.L. et Thomas,

D.W., 1989).

Deuxi¢ment, de légeres variations dans la région de 1000 a2 1600 cm-1
permettent également de différencier le spectre de la lignine des deux (2) autres. Ces
deux (2) bandes d'absorption permettant la différenciation, présentent des intensitées se
situant dans les régions variant de 1510 2 1600 cm-! et 1250 & 1300 cm-! (Figure 25).
Ces absorptions caractéristiques permettent de retrouver la présence d'un feuillu par le
groupement syringyle qui se caractérise par une absorption 2 1300 cm-! (Fengel, D. and
Wegener, G., 1984). Les échantillons analysés présentent une vibration reliée au noyau
aromatique dans la région de 1270 cm-!: caractéristique des bois mous, et signe du
groupement guaiacyle. Selon les spectres obtenus, 'absence du signal dans la région de
1330 cm-! (caractéristique du noyau syringyle), permettent d'affirmer que les

échantillons analysés proviennent d'un conifere.

La bande d'absorption retrouvée i 1029 cm-! correspond a des déformations
RC-H et aux alcools R-OH, ce qui implique des fonctions alcools en bout de chaine. La
région variant de 1085 & 1035 cm-! donne un maximum d'absorption 4 1060 cm-! pour
les échantillons de bois brut et de bois extrait. Cette région d'absorption demeure
spécifique aux groupements cellulosiques et permet d'observer la présence de traces des
groupements cellulosiques pour le spectre de la lignine comparé a celui du bois brut et

du bois extrait.

Selon la littérature, les absorptions situées entre 1000 et 1100 cm-1

correspondent aux -différents sucres. Dans les échantillons de bois brut et de bois
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extrait, la présence de polysaccharides est observée entre 1000 et 1100 cmrl. Les deux
(2) spectres de bois brut et de bois extrait présentent également une importante
absorption, caractéristique des sucres et des vibrations C-OR, dans la région de 1210

cml (Fengel, D. and Wegener, G., 1984).

Une interprétation plus détaillée concernant les analyses spectroscopiques
infrarouges est décrite aux tableaux IX et X pour I'échantillon de bois brut-et de bois
sans extractibles; l'interprétation du spectre infrarouge de la lignine de Klason est

décrite au tableau XI.

Des spectres ont également été réalisé€s a partir du solvant utilisé pour
I'élimination des extractibles. Celui-ci renferme les extractibles de la matie¢re végétale
extraite a l'aide du soxhlet et les résultats démontrent les groupements fonctionnels
caractérisant les acides résiniques et diverses fonctions alcools (Figure 26). Ces
résultats permettent d'établir un parali¢le entre la chromatographie en phase gazeuse sur

colonne capillaire et la spectroscopie infrarouge.

Afin de vérifier I'absence de cellulose dans I'échantillon de lignine, des spectres
de soustraction ont été réalisés a partir du spectre du bois brut et celui de la lignine. Le
spectre résultant de ces différences, renferme les principales bandes caractéristiques de
la cellulose dans la région de 1060 cm-1. Ce dernier est par la suite comparé 2 un
échantillon de cellulose et I'ensemble des deux (2) spectres démontrent les similitudes

(Figure 27).
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TABLEAU IX
Interprétation des spectres infrarouges du bois brut
de I'épinette blanche (Picea glauca (Moench) Voss)

No. Signaux obs. Interprétation
em1 Trans. (%)
01 4574 20.3 benzéne monosubstitué; disubst.: ortho, méta;
02 6124 219 -
03 802.3 30.3 benzéne trisubstitué 1,2,4;
04 895.9 322 aromatique C-H;
05 1032.7 16.3 gr. guaiacyl C-H, C-OH;
06 1063.2 16.9 -
07 1160.6 20.5 —
08 1265.0 220 éthers aromatiques; alcool aliph.:prim.,sec.,ter.;
phénols; noyau guaiacyl;
09 1338.7 259 C=C conjugué;
10 1362.6 259 phénols; alcool aliph.:prim.,sec. ter.;
11 13739 25.2 déformation C-H asym. dans CH3;
12 1395.6 28.2 déformation C-H asym. dans CH3;
13 1418.7 28.6 vibr. val. C-C dans noyau arom.;
14 1436.2 30.3 vibr. val. C-C dans noyau arom.;
15 1457.1 24.1 déformations C-H asym. dans CH2;
16 1472.4 30.4 -
17 1488.9 34.7 —
18 1507.2 20.5 vibr. val. C-C dans noyau arom.;

benzene trisubstitué; 1,2.4;

Légende:

--- : Non interprété



TABLEAU IX (SUITE)

No. Signaux obs. Interprétation
em’! Trans. (%)

19 1517.0 26.3 -

20 1540.1 30.7 —

21 1558.3 0 29.7 benzéne trisubstitué: 1,2,4;

22 1576.5 39.7 —

23 1616.5 344 vibr. noyau aromatique;

24 1635.7 30.8 benzéne trisubstitué: 1,2.4;
C=C conjugué avec le benzéne;

25 1647.0 289 C=C conjugué avec le benzéne;

26 1652.9 26.4 C=C conjugué avec le benzene;

27 1669.4 34,5 vibr. val. C=0 conj.;

28 1683.5 323 vibr. val. C=0 conj.;

29 1699.0 338 vibr. val. C=0 conj.;

30 1716.9 31.6 vibr. val. C=0 non conj.;

31 1733.5 31.6 -

32 1771.4 46.5 -

33 2876.2 425 —

34 29246 39.0 vibr, val. C-H, aromatique;

35 3394.3 29.5 -

36 3779.7 68.9 -

Légende:
--- : Non interprété



TABLEAU X
Interprétation des spectres infrarouges du bois extrait
de 1'épinette blanche (Picea glauca (Moench) Voss)

No. Signaux obs. Interprétation
cm-1 Trans. (%)
01 418.6 124 -
02 © 5177 15.5 -
03 895.7 _ 25.6 aromatique C-H;
04 1030.1 10.5 gr. guaiacyl C-H, C-OH;
05 1264.2 19.9 éthers aromatiques;

alcool aliph.:prim.,sec.,ter.;
phénols; noyau guaiacyl;

06 1338.7 25.9 C=C conjugué;

07 1362.6 25.9 phénols; alcool aliph.:prim.,sec.,ter.;

08 1374.0 25.2 déformation C-H asym. dans CH3;

09 13954 28.2 déformation C-H asym. dans CH3;

10 1418.7 25.2 vibr. val. C-C dans noyau arom.;

11 1436.2 27.0 vibr. val. C-C dans noyau arom.;

12 1457.2 21.8 déformations C-H asym. dans CHy;

13 1472.5 27.0 déformations C-H asym. dans CHp;

14 1489.2 31.7 vibr. val. C-C dans noyau arom.;

15 1507.2 18.6 vibr. val. C-C dans noyau arom.;
benzene trisubstitué: 1,2.4;

16 1516.7 24.7 vibr. aromatiques dans le noyau;

17 1540.2 29.7 benzéne trisubstitué: 1,2.4;

18 1558.6 28.5 benzéne trisubstitué: 1,2,4;

Légende:
--- : Non interprété



TABLEAU X (SUITE)

No. Signaux obs. Interprétation
cml Trans. (%)
19 1576.5 394 benzéne trisubstitué: 1,2,4;
20 1608.1 38.1 vibr. noyau aromatique;
21 1616.6 33.8 C=C conjugué dans noyau arom.;
22 1635.8 29.9 benzene trisubstitué: 1,2,4;
C=C conjugué avec le benzéne;
23 1647.0 28.9 C=C conjugué avec le benzéne;
24 1653.1 25.1 C=C conjugué avec le benzéne;
25 1669.5 33.8 vibr. val. C=0 conj.;
26 1683.7 32.1 vibr, val. C=C conj.;
27 1699.3 355 vibr. val. C=C conj.;
28 1717.2 336 vibr. val. C=0 non conj.;
29 1733.7 32.1 -
30 1844.3 58.0 -
31 1868.3 58.8 -
32 2926.1 244 vibr. val. C-H, aromatique;
33 35674 16.2 vibr. val. O-H; ponts H intermol;
34 37514 23.8 vibr. val. O-H; ponts H intermol;
35 3854.3 223 vibr. val. O-H; ponts H intermol

Légende:
--- : Non interprété
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TABLEAU XI

Interprétation des spectres infrarouges de la lignine
de Klason extrait de 1'épinette blanche

(Picea glauca (Moench) Voss)

No. Signaux obs. Interprétation
cml Trans. (%)
01 457.2 30.3 benzéne monosubstitué;
benzéne disubst.: ortho, méta; |
02 518.5 41.7 éthers aliphatiques; benzeéne disubstitué: para;
03 798.8 44.8 benzéne trisubstitué: 1, 2, 4;
04 855.2 44.8 benzéne trisubstitué: 1, 2, 4;
05 1029.0 36.4 déformation C-H, C-O; gr. guaiacyl C-H, C-OH;,
06 1092.7 -30.9 gr. O-H second.; éthers aliph.;
07 1145.1 37.5 éthers aromatiques;
benzéne trisubstitué: 1,2,4;
benzéne disubstitué: méta;
benzéne monosubstitué;
08 1210.3 344 benzéne trisubstitué: 1,2,4;
benzéne disubstitué: méta;
éther aromatique: phénol;
09 1266.1 34.6 éthers aromatiques;
alcool aliph.:prim.,sec.,ter.;
phénols; noyau guafacyl;
10 1338.6 44.1 C=C conjugué; alcool aliph.:prim.,sec.,ter.;
11 1362.3 452 phénols;
alcool aliph.:prim.,sec.,ter.;
CHy,, torsion et balancement;
12 1373.9 46.4 déformation C-H asym. dans CHg;

Légende:
--- : Non interprété



TABLEAU XI (SUITE)

No. Signaux obs. Interprétation
cml Trans. (%)
13 1396.0 46.6 —
14 1418.6 42.8 vibr. val. C-C dans noyau arom.;
15 1436.2 46.1 vibr. val. C-C dans noyau arom.;
16 1454.3 41.0 déformations C-H asym. dans CHy;
17 1472.7 439 C-H, alcane
18 1489.6 435 —
19 1506.8 39.0 vibr. val. C-C dans noyau arom.;
benzéne trisubstitué: 1,2.4;
20 1540.6 413 -
21 1558.4 38.7 benzéne trisubstitué: 1,2.4;
22 1576.4 474 vibr. noyau aromatique;
23 1616.6 41.9 vibr. noyau aromatique;
24 1635.7 442 benzéne trisubstitué: 1,2,4;
C=C conjugué avec le benzéne;
25 1652.7 40.5 vibr. val. C=0 conj.; (ald.)
26 1684.2 38.5 -
27 1699.3 34.3 vibr. val. C=0 non conj.;
28 1716.5 344 -
29 1733.2 40.6 -
30 2145.6 31.8 vibr. val. C=0 non comyj;
31 2791.9 60.4 -
32 2875.7 54.6 vibr. val. O-H;
33 2941.1 51.0 vibr. val. C-H, CH3 sym.;
34 3000.8 54.8 vibr. val. C-H, aromatique;
35 3120.1 53.6 vibr. val. C-H, aromatique;
36 3222.7 494 -
37 3255.5 48.1 —
38 3423.3 44.0 vibr, val. O-H; ponts H intermolécul.

Légende:
--- : Non interprété
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3.4 Analyses spectroscopiques U.V,

En ultraviolet, la lignine de Klason de 1'épinette blanche Picea glauca (Moench)
Voss montre une région ol l'absorbance varie de 240 2 280 nm pour donner un
maximum 3 267 nm (Figure 28). D'aprés les résultats obtenus antérieurement, pour
1'épinette blanche, par Katayama, T. et Sogo, M., (1986), les maxima d'absorption se

situent a 205, 240 et 262 nm.

Par ailleurs, les spectres montrent un maximum d'absorption a 276,8 nm pour
la lignine de Klason. Cette absorption est caractéristique des unités guaiacyles
retrouvées dans les fragments de lignine de conifere. Les autres signaux obtenus, pour
1'hétre japonais, ont une absorption maximale & 280 nm. Il est probable que les spectres
d'essence résineuses peuvent légerement différer des especes a bois durs. D'autres
chercheurs ont estimé une absorption maximale vers une longueur d'onde de 240 nm;
ce qui permet de proposer la présence de systémes conjugués et de noyaux aromatiques

(Anlgren, P. et Goring, D., 1971).

Suite A la biotransformation de cette lignine de Klason par Phanerochaete
chrysosporium, les résultats obtenus pour les temps de fermentation de 0 a 68 heures,
offrent aucun changement apparent (Figure 29). Par contre, des changements sont
observés au bout de 238 heures pour donner un maximum d'absorption a 264 nm. Ce
processus peut expliquer le début d'une modification de la structure moléculaire de la
lignine de Klason lorsque celui-ci se trouve en présence de Phanerochaete

chrysosporium (Figure 30).
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3.5 Interprétation des RMN du carbone-13 et FAB/MS
3.5.1 Généralités

Les échantillons obtenus ont été analysés par RMN du carbone-13 selon la
méthode CP/MAS (Cross Polarization/ Magic Angle Spinning) et par FAB/MS (Fast
Atom Bombardment/ Mass Spectroscopy) en phase solide. La technique désignée pour
I'analyse de substances solides en RMN du carbone-13 (Résonance magnétique
nucléaire) consiste a éliminer l'anisotropie des déplacements chimiques occasionnant
des bandes larges. Dans le cas d'un solide, la contribution de 1'anisotropie au
déplacement chimique est exprimée selon une équation comportant un facteur (3 cos26-

1)/ R3) ou 0 est l'angle entre la liaison considérée et le champ appliqué (Abraham, R.J.,

1988).

Pour l'amalyse en phase solide, la molécule subit une rotation rapide a un angle
de 54°44' (angle magique du spin; Magic Angle Spinning) par rapport au champ
magnétique d'ou l'obtention d'une anisotropie nulle (3 cos20-1= 0). En utilisant les
techniques de découplage dipolaire, la rotation a 1'angle magique et la polarisation
croisée, celles-ci permettent de produire des spectres RMN de solides a haute résolution

(Abraham, R.J., 1988; Hachey, J.-M., 1992).

Les spectres obtenus par RMN du carbone-13, en phase solide, ont été
interprétés a l'aide d'un logiciel congu de maniére & faire ressortir la position des

carbones dans différentes unités phénylpropanoides de la lignine (Larouche, R. et al,
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1991). Ce systeme informatique fait référence a tous les déplacements chimiques
rapportés dans la littérature pour diverses lignines ou molécules modeles. Cette base de
données permet de retrouver facilement des unités de bases spécifiques a notre

échantillon de lignine.

3.5.2 Distribution des groupements fonctionnels

La spectrométrie de résonance magnétique nucléaire du carbone-13 permet
l'identification des différents types d'unités associées au carbone par les déplacements
chimiques spécifiques variant de 0 & 250 ppm. Les différents groupements fonctionnels
caractéristiques de la lignine sont représentés dans des régions précises. La compilation
des données RMN conduit & une distribution des déplacements chimiques selon sept (7)

régions se différenciant par la nature des carbones retrouvés dans la molécule.

Les régions sélectionnées ont été divisées comme suit: 1a région des aldéhydes et
cétones (203 a 184 ppm); les acides carboxyliques (183 & 159 ppm); les carbones
aromatiques quaternaires (158 4 125 ppm); les carbones aromatiques tertiaires (124 a
107 ppm); les carbones aliphatiques tertiaires oxygénés (106 a 58 ppm); les
groupements méthoxyles reli€és aux carbones aromatiques (57 a 54,5 ppm) et
finalement, les carbones aliphatiques tertiaires non-oxygénés comprenant les carbones
de type B (< 54,5 ppm) dans les unités B-5' et les unités B-B' (Figure 31). Cette
compilation, des groupements fonctionnels, est basée sur les études antérieures de

Sjoholm, R. et al, 1992 et de Robert, D. et Chen, C.L., 1989.
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Groupements fonctionnels

Légende:

1- Aldéhydes et cétones (203-184 ppm)

2- Acides carboxyliques (183-159 ppm)

3- Carbones arom. quaternaires (158-125 ppm)
4- Carbones arom. tertiaires (124-107 ppm)

5- Carbones aliphatiques oxygénés (106-58 ppm)
6- Carbones arom. méthoxyles (57-54,5 ppm)

7- Carbones aliphatiques non-oxygénés (<54,5)

Figure 31: Représentation des différents groupements

fonctionnels reliés a la spectrométrie RMN du carbone-13.
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Les trois types d'échantillons analysés par RMN du carbone-13 sont issus de
I'épinette blanche Picea glauca (Moench) Voss. Les échantillons se différencient parles .
étapes de préparation: 1'un se compose de bois brut (Figure 32), ensuite celui de bois
extrait (Figure 33) et l'autre, de la lignine de Klason (Figure 34). Ces trois (3)
échantillons présentent des similitudes lors de l'interprétation de l'ensemble des
signaux. Les différences majeures observées correspondent a la présence de fonctions
cellulosiques et d'hémicelluloses dans les échantillons de bois brut et extrait (Zech, et
al, 1987; Sjostrom, R. et al, 1992).

La Figure 31 montre les caractéristiques importante attendues: 1'intensité relative

des carbones aromatiques et des méthoxyles (CH;0) est beaucoup plus grande dans le

cas de la lignine de Klason que pour les deux (2) autres échantillons.

11 est a souligner que l'intégration quantitative selon la méthode de découplage
inverse (Inverse Gate Decoupling, IGD) n'est pas admise sans en reconaitre les limites
(Sjoholm, R. et al, 1992). La RMN quantitative du carbone-13 continue d'étre un

champ de recherche trés actifl.

1- Dr. Minh Tan Phan Viet, Université de Montréal, Communication privée (1992).
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Figure 32: Spectre RMN du carbone-13 du bois brut.
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Figure 33: Spectre RMN du carbone-13 du bois extrait.
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Figure 34: Spectre RMN du carbone-13 de la lignine de Klason.
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3.5.2.1 Aldéhydes et cétones

Les fonctions aldéhydes et cétones se retrouvant dans les modeles de lignines,
donnent des déplacements chimiques variant de 203 2 184 ppm. Les fonctions
aldéhydes et cétones sont également présentes dans les deux (2) échantillons de bois
brut et extrait et ce, sensiblement dans les mémes proportions, sauf que I'échantillon de
ligninev de Klason ne renferme que des traces (Tableau XII). D'apres (Kringstad, K.P.
et Morck, R., 1983), une interprétation de ces groupements fonctionnels permet de
suggérer la présence d'une fonction aldéhyde ou cétone sur le cai'bone en position
alpha. Les déplacements chimiques rapportés dans le Tableau XIII référe a la référence

1 figurant en Annexe.

3.5.2.2 Acides carboxyliques

Les groupements fonctionnels d'acides carboxyliques retrouvés dans les
échantillons de bois brut, de bois sans extractibles et de lignine sont observés dans la
région variant de 184 a 159 ppm (Tableau XIV). Les intensités des déplacements
chimiques obtenues par RMN du carbone-13 permettent I'estimation de la trés faible
proportion d'acide carboxylique comprise dans 'échantillon de la lignine de Klason.
Comparativement aux échantillons de bois brut et de bois sans extractibles, l'intensité
de ceux-ci est plus €levée. Les résultats énoncés au tableau XV implique la présence

d'acides résiniques ainsi que des acides carboxyliques présents dans les échantillons de
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TABLEAU XII

Déplacements chimiques observés en
RMN du carbone-13 de
I'épinette blanche (203-184 ppm)

(aldéhydes et cétones conjugués >C=0).

No. Dépl. chim. Intensité
Signal (6 en ppm) Brut Extrait Lignine
01 203.637 — — 20.88
02 202.613 _ 14.060 —_
03 199.308 13.693 14.634 —
04 184.846 — 13.419 —
05 184.749 — 13.403 —
Légende
Brut: Bois brut (avec extractible)

Extrait: Bois brut sans extractible
Lignine:  Lignine de Klason
----- : Intensité inférieure a 10
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TABLEAU XIII

Interprétation des spectres
de résonance magnétique nucléaire du carbone-13
de I'épinette blanche (203-184 ppm)

(aldéhydes et cétones conjugués >C=0).

No. Dépl. chim.  Réf.  Interprétation”

"Signal (8 en ppm)

01 203.637 —

02 202.613 —

03 199.308 1 C-o. du composé no. 36
04 184,846 —

05 184.749 —_

Légende :

Brut: Bois brut (avec extractible)
Extrait: Bois brut sans extractible
Lignine:  Lignine de Klason

— Intensité inférieure & 10

* Les composés numérotés sont rapportés dans I'Annexe.



TABLEAU XIV

Déplacements chimiques observés en

RMN du carbone-13 de

I'épinette blanche (183-159 ppm)

(acides carboxyliques -COOH)

No. Dépl. chim. Intensité
Signal (S en ppm) Brut Extrait  Lignine
01 182.686 —_ 14.848 —
02 182.027 _ 14.794 —_
03 181.347 — 13910 —
04 180.715 — 13.747 —
05 179.500 —_ 14254  —
06 178.722 — 14.281 —_
07 178.214 — 13.762 —
08 177.593 - 14.607 —
09 176.659 14.246 — —_—
10 175.952 — 15288  —
11 174.056 — 18.123 —
12 174.202 15.608 — —
13 173.208 — 18.123  —
14 172.771 16.476 — —_
15 172.430 — 17.496 —
16 172.160 —_ 17.582 —_
17 171.700 14.780 17.543 —
18 171.118 — 17.788 —
19 169.271 — 15.874 —_
20 168.251 — 13.503 —
21 166.182 — 14.092 —
22 164.287 — 16.026 —_

97



98

TABLEAU XIV (suite)

No. Dépl. chim. Intensité
Signal (5 en ppm) Brut Extrait - Lignine
23 161.738 — 13.403 —
24 161.613 — 13.416 —
25 161.273 — 13.415 —
26 161.127 — 13.456 —
27 159.086 — 17.759 —
Légende :
Brut: Bois brut (avec extractible)

Extrait: Bois brut sans extractible
Lignine:  Lignine de Klason
————- Intensité inférieure 4 10
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TABLEAU XV

Interprétation des spectres
de résonance magnétique nucléaire du carbone-13
de 1'épinette blanche (183-159 ppm)

(acides carboxyliques -COOH)

No. Dépl. chim.  Réf.  Interprétation”
Signal (8 en ppm)
01 182.686 5 C-0-Me, aliphatique COOH
02 182.027 —_
03 181.347 —
04 180.715 14 C=0 dans I'unité quinones
05 179.500 —
06 178.722 —
07 178.214 —
08 177.593 —
09 176.659 10 CO (esters aliphatique ou acetyl), C-6 des
acides uroniques, C-y de l'acide cinnamique & esters
10 175.952 2 Composé. carboxylique
11 174.056 1 Comp. 22 & 27,
12 aliphatique R-COOH
12 174202 1 Composé 21
8 C=0 dans -C-C(-OH)-COOH
13 173.208 1 C-Beta (no. 18) et C-y (no. 28)
COOH (guaiacyl-CHOH-COOH)
14 172.771 1 C-Beta (no. 17)
15 172.430 1 C-Beta (no. 19)
16 172.160 1 C-Beta (no. 17)
17 171.700 8 C=0 in -R-O-CH2COOQOH et C=0 in R-CHp-
CH2COOCH
18 171.118 6 Carbonyl primaire CO
10 CO des esters aliphatiques ou acétyls, C-6 de l'acide

uronique, C-y de l'acide cinnamique & esters
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TABLEAU XV (suite)

No. Dépl. chim.  Réf.  Interprétation”
Signal (8 en ppm)
19 169.271 6 Carbonyl CO
20 168.251 1 C-y (no. 31)
21 166.182 10 CO des esters aliphatiques ou acetyls, C-6 de F'acide
uronique, C-y de I'acide cinnamique & esters
22 164.287 —_
23 161.738 10 C+4 de I'unité p-coumaryl éthérifié ou
non substitué et carbonyl CO
24 161.613 4 Esters p-hydroxybenzoiques en C-4
25 161.273 —
26 161.127 —_—
27 159.086 9 Groupement méthoxyl aromatique en C-1
Légende :
Brut: Bois brut (avec extractible)
Extrait: Bois brut sans extractible
Lignine de Klason

Lignine:

* Les composés numérotés sont rapportés dans I'Annexe.

Intensité inférieure 3 10
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bois brut et de bois extrait. Cette affirmation permet de d'énoncer que les extractibles

contenus dans le bois ont été €liminés suite a 1'extraction de la lignine de Klason.

3.5.2.3 Composés aromatiques

Les carbones liés aux composés aromatiques se retrouvent dans la région de 158
a 107 ppm. Les carbones aromatiques comprennent deux (2) grandes catégories: les

carbones aromatiques de type quaternaire et de type tertiaire.

Les carbones aromatiques quaternaires se retrouvent dans l'intervalle de
déplacements chimiques de 158 & 125 ppm (Tableau XVI). L'échantillon de lignine de
Klason présente des déplacements chimiques de méme type que les deux (2) autres
échantillons et contribue 2 la présence de nombreuses unités dimériques de type p-O-4'
et B-5' (Hassi, H.Y. et al, 1987). L'unité guaiacyl demeure un élément majeur dans
I'interprétation des carbones aromatiques quaternaires (Tableau XVII). Le spectre de la
lignine présente une intensité relative de deux (2) a trois (3) fois plus intense que le
spectre de bois brut et de bois extrait. Cette forte intensité permet de différencier la

lignine d'un échantillon de bois non traité.

Concernant les carbones aromatiques tertiaires, ils sont observés dans la région
variant de 125 4 107 ppm (Tableau XVIII). Les résultats obtenus & partir des trois (3)
types d'échantillons ont tendance a réfléter la distribution des carbones aromatiques
quaternaires. Le spectre de la lignine de Klason présente des intensités deux (2) fois

plus fortes que les spectres de bois brut et de bois sans extractibles. Aprés interprétation



TABLEAU XVI

Déplacements chimiques observés en

RMN du carbone-13 de

I'épinette blanche (158-125 ppm)

(carbones aromatiques quaternaires)

No. Dépl. chim. Intensité

Signal (6 en ppm) Brut Extrait  Lignine
01 156.753 19.242 -— —

02 155.954 —_— 25.950 —

03 153.767 —_ 33602 —

04 153.156 — 34704 —

05 152.454 30.615 -— —

06 152.163 — 37.642 —_—

07 151.300 29.561 37.641 78.843
08 150.607 — 35684  —

09 150.143 33.941 -— —_

10 149.219 32.899 -— —

11 149.003 — 37.189  —

12 148.420 33.718 R —

13 148.274 — 35.574  —

14 147.275 31.607 34.527 140.00
15 145.310 24 897 -— —

16 143.657 19.782 22.754 —_—

17 142.609 — 20.891  —

18 141.664 16.175 20.933 —

19 141.373 —_ 20.880 —_

20 140.644 15.878 — —
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TABLEAU XVI (suite)

No. Dépl. chim. Intensité
Signal (S en ppm) Brut Extrait  Lignine
21 139.526 18.608 —— 55.225
22 138.651 — 25.878 —
23 138.138 — 24,988 —
24 137.409 21.335 —— —_
25 136.583 21459 — —_
26 136.415 — 26.034 —
27 135.562 23.709 28.833 —
28 134.860 22452 — e
29 133.877 — — 95.193
30 133472 26.379 29.731 —
31 132.451 27954 — 102.631
32 131.350 — — 101,122
33 130.896 25.258 — 100.513
34 130.280 — -— 98.283
35 130.021 — 34.417 -—
36 129.584 23.833 — 97.575
37 128.806 — 31473 100.77
38 128.725 —_ — 100.798
39 128.000 23.954 30.739  96.81
40 127.861 22.624 — —_
41 126.500 — 26989  94.129
42 126.208 — 26.778 —
43 126.063 24.162 — —_—
44 125.528 — 26.091 -—
Légende :
Brut: Bois brut (avec extractible)
Extrait: Bois brut sans extractible
Lignine:  Lignine de Klason

Intensité inférieure & 10
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TABLEAU XVII
Interprétation des spectres
de résonance magnétique nucléaire du carbone-13

de I'épinette blanche (158-125 ppm)

(carbones aromatiques quaternaires)

No. Dépl. chim.  Réf.  Interprétation”
Signal (6 en ppm)
01 156.753 8 C-4 des unités aromatiques
02 155.954 14 C-4 des unités aromatiques
03 153.767 1 C-4(no.36)
2 Carbones aromatiques oxygénés en C-3 et C-4
pour le guaiacyl
04 153.156 1 C-4 (no. 49)
9 C-3- dans guaiacyl
13 C-3 dans les unités éthérifiés et les unités 5-5'

C+4 dans l'unité B-O-4' éthérifiés
C-5 dans les unités éthérifiés
05 152454 9 C-4- dans I'unité 8-O-4' du comp.19, 20, 21
C-3 de I'unité B8-O-4' du comp.23, 24, 26
10 C-3 de l'alcool coniféryl et C-3/5 dans I'unité sinapyl
étherifié

14 C-3/C-5 de l'unité 4-O-5'
06 152.163 4 C-3 et C-5 dans les unités syringyls éthérifiés
07 151.300 6 C-a. dans Ga-3 (a-OAc)
8 C-4 dans unités guaiacyls éthérifiés avec group. C=0
08 150.607 1 C-4 dans (no. 51)
09 150.143 1 C-3 (no. 5) et C-4 (no. 8,14,45)
10 149.219 1 C-3 (no. 43 et 48)
4 Unités guaiacyls etherifiés en C-3
9 C-3 de 'unité B8-5' du comp.29 et 32
14 Unité guaiacy! éthérifié en C-3
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TABLEAU XVII (suite)

No. Dépl. chim.  Réf.  Interprétation”
Signal (6 en ppm)
11 149.003 1 C-3 dans (no.45)
8,12  C-3 des unités guaiacyls éthérifiés
9 C-3 de I'unité monomérique du composé 11
12 148.420 1 C-3(no.47et9)
13 148.274 1 C-3 dans (1, 30, 33, 38, 40)
6 C-4 de l'unité guaiacyl de type 8-O-4' (erythro)
9 C-3 et C-4 de I'unité syringyl des comp. 4 et 5
14 147.275 1 C-3 dans (9 et 58)
9 C-4 de 'unité B8-0-4' du comp. 20
14 C-3 de 'unité guaiacyl non-éthérifié
15 145.310 4 unités guaiacyles non-etherifiees en C-4
9 C-4 de I'unité monomérique du composé 10
16 143.657 9 C-4 de l'unité B-5' du comp. 27
17 142.609 1 C-4 dans (no. 9)
9 C-1 de l'unité monomérique du composé 4,
18 141.664 1 C-1 de I'unité no. 12 et C4 de I'unité no.52
19 141.373 1 C-4 dans (no. 53)
20 140.644 1 C-4 dans (no. 55),
6 unité guaiacyl
21 139.526 12 C-4 de 'unité guaiacyl
22 138.651 1 C-1 dans (no. 20),
9 C-1 de l'unité monomérique du composé 10
23 138.138 1 C-1 de 'unité guaiacyl du composé no. 29
9 C-1 dans l'unité B-O-4' du composé no. 18
14 C-1de l'unité o-ar, unité guaiacyl
24 137.409 10 C-1 de l'alcool coniféryl (ar-CHO ou ar-CH7R)
25 136.583 1 C-1 dans (no. 8) et
6 C-a de l'unité guaiacyl acéthyl
26 136.415 6 C-1 de l'unité coniféryl li€ 2 o-CHO ou o.-CH2R, C-4 de

T'unité sinapyl et I'unité phénylcoumarane
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TABLEAU XVII (suite)

No.
Signal

Dépl. chim.
(6 en ppm)

Réf.

Interprétation™

27

28
29

31
32

33

34

35

36

135.562

134.860

133.877
133.472

132,451
131.350

130.896

130.280

130.021

129.584
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C-1 de l'unité monomérique du comp. 6,

C-4 de I'unité B-O-4' du comp. 26 et

C-5 de I'unité 8-5' du comp. 30

C-1/4 dans I'unité guaiacyl et

C-4 dans l'unité 8-O-4' du comp. 21,25.

C-1 dans (no. 7,45 et 8)

C-1dans (no. 57),

C-5 dans 'unité B-5' du composé no. 27

C-5 dans I'unité 8-5' du composé no. 28

C-1 dans I'unité 8-O-4' du composé no. 19

C-1 dans (no. 27 et 46),

C-1 dans I'unité B8-5' du composé no. 28

C-1 dans (no. 21),

C2/C6 des liaisons esters,

C-1 dans l'unité 8-5' du composé no. 29

C-2/C-6 de l'unité guaiacyl éthérifi€ et non-éthérifié
C-1 de l'unité no. 16 et 24

C-1 de l'unité no. 38,

C-1 dans phénylcoumarane,

C-1 dans I'unité B8-O-4' du composé no. 16

C-1 dans comp. 34

C-1 de I'unité phénylcoumarane

C-1 de I'unité 8-O-4' du comp. 21, 25

C-a du C-2/6 de I'alcool p-coumaryl insaturé en o,
C-1 du comp. (4, 33)

C-2/C-6 de I'alcool p-coumaryl et C-8 de l'alcool cinnamyl
C-8 dans I'unit¢ Ar-CH=CH-CHO
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TABLEAU XVII (suite)

No. Dépl. chim.  Réf.  Interprétation™
Signal (6 en ppm)

37 128.806 1 C-1 du comp. 11, 48
5 C-0/C-2 de I'unité guaiacyl-CH=CH et C-6 de l'unité
para-hydroxyphenyl
6 C-1 de l'unité phénylcoumarane
7 C-2 de l'unité p-hydroxyphenyl et C-8 de I'alcool cinnamyl
10 C-B8 de I'unité p-coumaryl et C-2/6 de l'alcool cinnamyl
12 C-2/C-6 aromatique
38 128.725 1 C-4 de I'unité 8-O4' du comp.11
5 C-a/C-2 de I'unité guaiacyl-CH=CH et
C-6 de I'unité p-hydroxyphényl,
6 C-1 Phenylcoumarane,
10,12 C-2/6 de I'unité p-coumaryl et C-B dans l'alcool cinnamyl
39 128.000 1 C-1/C4 de I'unité du comp. 44 et 29,
8 C-0/C-8 dans I'unité aromatique -CH=CH-CH20H,
9 C-3 de I'unité monomérique du comp. 4 et 9,
1 C-5 du 12, C4 du 26, C-1 du 31, C-Beta du 35,
C-6du 51, C-1du 54, C-5du 56.1,
9 C-3 du composé no. 9
1 C-1/C-4 du comp. no. 30 et 19
9 C-2/C4 de I-CH20H et I-CHOH-CH3
1 C-1 du comp. 17, C-2 du comp.28 et 40, C-4 du comp.

40 127.861

41 126.500

42 126.208
29

C-5 du comp. 52 et 53 et C-alpha du comp. 37
C-4/C-5/C-6 des comp. no. 28, 52, 5,
C-5/C-5' des unités 5-5' non éthérifiés

C-1 de l'unité 8-O-4' du comp. 25

C-6 du comp. 6

43 126.063

=t \D OO md

44 125.528

Légende :

Brut: Bois brut (avec extractible)
Extrait: Bois brut sans extractible
Lignine:  Lignine de Klason

—— Intensité inférieure A 10

* Les composés numérotés sont rapportés dans I'Annexe.



TABLEAU XVIII

Déplacements chimiques observés en

RMN du carbone-13 de

I'épinette blanche (124-107 ppm)

(carbones aromatiques tertiaire)

No. Dépl. chim. Intensité

Signal (6 en ppm) Brut Extrait Lignine
01 124.966 23452 - 93.206

02 124.361 — 27.386 .- 91.984

03 122.271 — 29.084  —

04 123.557 26.503 - —

05 123.184 — — 83.425

06 121.154 27.186 31.047 —

07 120.706 — — 78.572

08 119.377 29.118 27918  75.619

09 119.102 — — 75.548

10 118.859 — — 75.872

11 118.616 — — 75.639

12 118.286 28.069 31407 —

13 117.654 28.770 31.013  —

14 116.585 29.408 31.795  89.199

15 115.294 30.981 31,145  —

16 114.873 — -— 93.255

17 114.079 29277 . - 92.186

18 113.863 —_ 29977  —

19 113.172 — — 86.449

20 112.978 — — 86.326

21 112.232 28.481 — —

22 111.930 — — 88.968

23 111.697 — -— 85.120

24 111.309 28.864 32963 -

25 110.580 28.870 31.577 -

26 110.180 —_ — 79.217
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plus spécifique (Tableau XIX), les unités retrouvés sont de méme type que ceux décrit
pour les carbones aromatiques quaternaires et ceux-ci sont en grande majorité des

carbones issus des unités dimériques de type B-O-4' et B-5'

3.5.2.4 Carbones aliphatiques oxygénés

Les groupements fonctionnels des carbones aliphatiques oxygénés renferment
les fonctions cellulosiques et hémicellulosiques et représentent environ 68,8 % de la
matiére végétale séchée (Mullins, E.J. et McKnight, T.S., 1981). Suite aux analyses
spectroscopiques RMN du carbone-13, les déplacements chimiques reliés a la cellulose
et aux hémicelluloses observés varient de 108 a 58 ppm. Concernant les échantillons de
bois brut et de bois sans extractibles, de fortes intensités s'observent pour les
déplacements chimiques & 72 et 75 ppm (Tableau XX). L'interprétation de ces signaux
permettent de suggérer la présence de groupements cellulosiques de types D-
hexopyranoses (B-glucose, B-tallose), D-pentapyranoses (B-xylose), D-hexofuranoses

(c-gallose) et D-hexopyranoses (B-altrose) (Bock, K. et Pedersen, C., 1983).

L'interprétation décrite au Tableau XXI reli€e a cette région permet de proposer
la présence de groupements hémicellulosiques et cellulosiques. Et pour les groupements
hémicellulosiques, les monosaccharides retrouvés dans les deux échantillons de bois
(celui de bois brut et celui de bois sans extractibles), sont en majorité des pyranoses et
des furanoses. Les résultats obtenus sont en accord avec les interprétations présentées

antérieurement (Arnaud, P., 1983; Taylor, et al, 1983).
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TABLEAU XIX

Interprétation des spectres

de résonance magnétique nucléaire du carbone-13
de 1'épinette blanche (124-107 ppm)

(carbones aromatiques tertiaire)

No.
Signal

Dépl. chim.
(8 en ppm)

Réf.

Intexprétation*

01

02
03

05

07
08

124.966
124.361
122271
123.557

123.184
121.154

120.706
119.377

119.102

n -

O Bt s \O F‘\ONE\DWP—‘\OF—'M

OO\

C-5 dans (no.51)

C-o de l'unité guatacyl-CH=CH

C-2 de I'unité catécol

C-5 et C-alpha dans (no.41 et 38)

C-1 dans (no.14), C-6 dans (18 et 38),

C-1 de I'unité syringyl du comp. 5, 6

C-6 dans (no.48)

C-6 dans l'unité acide vanillique

C-1 de l'unité syringyl, C-6 dans l'unité B-O-4' des comp. 19,20,21
C-6 dans 1'unité guaiacyl with a-CO

C-6 dans (no.24),

C-1 dans I'unité 8-O-4' du composé no. 21

C-6 des unités 3, 32, 44, 46, 48, 59,

C-8 du composé 41

C-1 de I'unité syringyl du comp. 4

C-6 dans (no. 12),

C-6 dans (8, 27, 34, 58),

C-6 de 1'unité guaiacyl

C-6 de l'unité monomérique no.5, de 'unité B8-5' du
composé no. 27 et de 'unité B-5' du composé no. 30
C-1 dans (no. 40),

C-6 dans (no. 42, 57),

C-6 dans (test)B-aryl ether (erythro-2) et (test)B-aryl ether
C-6 de I'unité no.6 et dans I'unité 8-O-4' du comp no. 19
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TABLEAU XIX (suite)

No.
Signal

Dépl. chim.
(6 en ppm)

Réf.

Interprétation”™

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

118.859

118.616
118.286

117.654

116.585

115.294

114.873

114.079

113.863

113.172 -

112.978

4,15

= AD O\ st it \D b

o O

O -

C-6 dans (no. 9),

C-5,6 de l'unité guaiacyl

C-6 dans I'unité B8-5' du composé no. 28

C-6 dans I'unité B8-5' du composé no. 19

C-6 et C-5 de I'unité guaiacyl

C-6 dans l'unité B-5' du composé no. 31,

C-6 dans l'unité 8-O-4' du composé no. 20, 24
C-1 de l'unité syringyl .

C-5 et C-6 de I'unité phenylcoumarane et guaiacyl
C-5 dans (no.48),

C-5 dans (no.44)

C-5 du guaiacyl et C-3 de l'unité ester,

C-5 de I'unité monomérique no. 5, 10,

C-6 dans I'unité B-5' du composé no. 30

C-5 dans l'unité B-O-4' du composé no. 19

C-5 dans (no. 18)

C-2 de I'unité guaiacyl du comp. 2, 3

C-5 dans l'unité guaiacyl

C-2 dans (no. 13,16,46,48¢t 59)

C-5 dans B-aryl ether (threo-1),

C-5 dans I'unité B-O-4' du composé no. 16

C-2 dans (3, 14, 44 et 45), C-5 dans (no. 6, 57),
C-8 dans (no. 26) et C-6 dans (no. 58),

C-2 du guaiacyl lié au carbonyl (C=0)

C-2/6 du méthoxy! aromatique du comp. 2 et
C-5 dans l'unité 8-O-4' du comp.no. 15

C-2 dans (no.15),

C-2 dans l'unité B-O-4' du composé no. 15 et no. 17
C-5 du monomeére no.12, C-5 dans l'unité 8-5' du
composé no. 19 et de 'unité B-O-4' du composé no. 20
C-2 dans (no. 46),

C-5 dans l'unité 8-O-4' du comp. 16, 24




TABLEAU XIX (suite)

No.  Dépl.chim.  Réf.  Interprétation™
Signal (6 en ppm)
21 112.232 1 C-a en no.42, C-2 dans (no. 12,25 et 30), C-5 dans (no.5)
2 C-2,5,6 du noyau guaiacyl
9 C-5 dans l'unité B-5' du composé no. 31
22 111.930 1 C-2 de (n0.24,31,36,47 et 49),
9 C-5 de l'unité monomérique du comp. 6, 11 et
15 C-2 de l'unité guaiacyl
23 111.697 1 C-2 dans (no. 5),
4,12 C-2 de I'unité guaiacyl
24 111.309 1 C-2 dans (5, 54, 56 et 58),
9 C-2 de l'unité monomérique no. 6,
25 110.580 9 C-2 dans I'unité B-5' du composé no. 30 et 31,
C-2 dans I'unité B-O-4' du composé no. 15 et 20
26 110.180 1 C-2 de I'unité no. 9 et
9 C-2 dans l'unité 8-5' du composé no. 28

Légende:

Brut: Bois brut (avec extractible)
Extrait: Bois brut sans extractible
Lignine:  Lignine de Klason

* Les composés numérotés sont rapportés dans I'Annexe,

Intensité inférieure 4 10



TABLEAU XX

Déplacements chimiques observés en

RMN du carbone-13 de

I'épinette blanche (107-58 ppm)

(carbones aliphatiques oxygénés)

No. Dépl. chim. Intensité

Signal (6 en ppm) Brut Extrait  Lignine
01 107.993 —_ — 53.390
02 107.096 — — 49.244
03 106.951 — -— 49.253
04 106.709 — — 53.108
05 105.525 — 93.307 52.884
06 105.163 90.160 — —_—

07 103.791 — -— 26.351
08 103.354 —_ -— 23.625
09 103.170 — -— 20.453
10 102.392 39.450 35.099 —

11 102.198 39.585 34974 —

12 101.761 38.073 -— —_

13 100.956 — 31.805 —

14 99.282 —_ 26.574 —

15 99.087 — 26563 —
‘16 98.067 21.726 -— —_

17 97.629 — 21469 —

18 96.463 — 20.784  —

19 95.512 16.084 18614 —

20 94421 17.148 19.268 —

21 94.227 — 19.260 —

22 93.714 17.447 ——— —

23 93.449 17.305 — 22.041
24 92.526 — 21.696  22.692
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TABLEAU XX (suite)
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No. Dépl. chim. Intensité
Signal (8 en ppm) Brut Extrait  Lignine
25 89.415 — 52275  35.755
26 89.269 — 52225  —
27 88.999 48.838 — 33.131
28 88.628 — -— 31.382
29 85.468 — -— 35.848
30 84.274 — -— 28.992
31 84.090 — 58.760  —
32 83.486 57.495 58.166 - 20.406
33 82.244 — 55.874  23.654
34 81.028 51.865 57294 —
35 80.850 —_ — 26.879
36 80413 — -— 26.020
37 79.004 — -— 26.469
38 75.796 — e 58.326
39 74931 177.824 176216 —
40 74.678 — — 53.262
41 72.571 180.301  170.000 57.425
42 64.822 — 55795 36.123
43 65.086 61.065 — —_
44 62.705 65.824 58.368 -—
45 61.944 — -— 48.623
46 58.892 —_ 41.169  —
47 58.066 —_ 42246  —
Légende :
Brut: Bois brut (avec extractible)

Extrait: Bois brut sans extractible
Lignine:  Lignine de Klason
----- : Intensité inférieure 4 10
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TABLEAU XXI

- Interprétation des spectres

de résonance magnétique nucléaire du carbone-13

de 1'épinette blanche (107-58 ppm)

(carbones aliphatiques oxygénés)

No. Dépl. chim. Réf. Interprétaﬁon*
Signal (8 en ppm)
01 107.993 —_ :
02 107.096 9 C-2 dans I'unité 8-O-4' du composé no. 23, 24, 25 et 26
03 106.951 9 C-2 dans 1'unité 8-O-4' du composé no. 23, 24, 25 et 26
04 106.709 9 C-2 dans I'unité B-O-4' du composé no. 23, 24 et 26
05 105.525 5 C-2/6 de l'unité syringyl
06 105.163 5,11,15 C-2/6 de l'unité syringyl
07 103.791 9 C-2 de I'unité monomérique du comp. no.8,
C-2 dans l'unité 8-O-4' du composé no. 17, 18, 22 et 24,
16 C-1 du D-hexofuranoses (B-glucose),
08 103.354 11 C-2/6 de I'unité syringyl,
09 103.170 5 C-2/6 de I'unité syringyl,
10 102.392 5 C-2 de I'unité syringyl,
16 C-1 du D-hexofuranoses (a-altrose),
11 102.198 5 C-2 de I'unité syringyl,
11 unités d'hydrates de carbone,
16 C-1 du D-hexofuranoses (c-altrose),
12 101.761 11 unités d'hydrates de carbone,
16 C-1 du D-hexofuranoses (B-allose, 8-gallose),
13 100.956 5 C-1 des hydrates de carbone
14 99.282 —_
15 99.087 —_—
16 98.067 —
17 97.629 16 C-1 de I'unité D-pentopyranoses (a-arabinose et [3-xylose)
18 96.463 16 C-1 de I'unité. D-hexopyranoses (B-glucose)
19 95.512 16 C-1 de I'unité. D-hexopyranoses (c-tallose)
20 94.421 16 C-1 de 'unité D-hexopyranoses (B-allose, B-gulose,

B-mannose, a-ribose)




TABLEAU XXI (suite)
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No.  Dépl.chim.  Réf.  Interprétation®
Signal (8 en ppm)
21 94,227 16 C-1 de I'unité D-hexopyranoses ($-allose) et
D-pentopyranoses (¢-ribose)
22 93.714 16 C-1 de l'unité D-hexopyranoses (o-allose, o-gulose et
B-idose)
23 93.449 16 C-1 de I'unité D-hexopyranoses (o-gallose, o-gulose et
o-idose) et D-pentopyranoses (B-arabinose)
24 92.526 1 C-a du compose no.5,
16 C-1 de l'unité D-hexopyranoses (B-altrose)
25 89.415 6 C-8 de I'unité B-aryl éther (thréo-1)
26 89.269 6 C-8 de I'unité B-aryl éther (thréo-1)
27 88.999 6 C-8 de I'unité B-aryl éther (thréo-1)
28 88.628 1 C-a du compose no.50
29 85.468 1,12  C-B du compose no.47et de I'unité guaiacyl en B-O-4'
16 C-4 de I'unité D-hexofuranoses (a-allose et o-altrose)
30 84.274 1 C-B8 de I'unité 47,
12 C-8 du l'unité guaiacyl de type B-O-4"'
16 C-4 de I'unité D-hexofuranoses (ct-allose et o-altrose)
31 84.090 16 C-4 de I'unité D-hexofuranoses (o-allose et a-altrose)
32 83.486 14 C-B de l'unité 8-04'
33 82.244 6 C-8 de I'unité B-aryl ether (érythro-2),
16 C-2 de I'unité D-hexofuranoses (a-allose, B-altrose,
B-gallose et B-glucose)
34 81.028 —
35 80.850 —
36 80413 6,11,14 C-B8 de I'unité B-O4'
37 79.004 —
38 75.796 6 C-B de I'unité B-aryl éther,
16 C-5 de I'unité D-hexopyranoses (B-gallose, B-idose),
C-3 de l'unité D-hexofuranoses (8-altrose)
39 74931 3 C-3 du a(Methyl O-(2-hydroxypropyl)-a., B-D- glucopyranosides,
C-2 du B(Methyl O-(2-hydroxypropyl)-c, B-D- glucopyranosides,
6 C-o de l'unité -O-4'
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TABLEAU XXI (suite)

No. Dépl. chim. Réf. Interprétation*
Signal (3 en ppm)

39 74.931 11 unité d'hydrate de carbone
12 C-a de l'unité B-O-4'
16 C-2 du D-hexopyranoses (B-glucose), D-pentopyranoses (B-xylose),
C-3 de I'unité D-hexofuranoses (o-gallose) et
C-5 de l'unité D-hexopyranoses (B-altrose)
40 74.678 3 C-2 du B(Methyl O-(2-hydroxypropyl)-c, B-D- glucopyranosides,
C-3 du a(Methyl O-(2-hydroxypropyl)-o, B-D- glucopyranosides,
6,11,12 C-o de 'unité B-O-4',
16 C-5 de l'unité D-hexopyranoses (B-gulose)
41 72.571 1 C-o du compose no.21, 22, 47 et C-8 du comp. 46,
11 unités d'hydrates de carbone : ‘
16 C-2 de l'unité D-hexopyranoses (a-glucose, B-tallose, ),
unité D-pentopyranoses (o-xylose) et D-hexofuranoses (a-allose),
C-3/5 du D-hexopyranoses (a-idose) et D-hexofuranoses (o-altrose)
42 64.822 16 C-5 de l'unité D-pentopyranoses (B-lyxose),
43 65.086 12 C-y de l'unité B-5'
16 C-4 de l'unité D-hexopyranoses (B-altrose),
C-5 de l'unité D-pentopyranoses (B-lyxose)
44 62.705 14 C-y du compose no. 35, 48, 49, C-8 de l'unité B-1'
8 C-y de I'unité guaiacyl de type B-5'et B-1'
12 C-y de I'unité B-O-4' d'un carbonyl; c-y de 1'unité B-5'
14 C-y de l'unité B-5' et B-1'
16 C-6 de I'unité D-hexopyranoses (8-altrose)
45 61.944 11 unité anhydroxylose
15 unité guaiacyl de type 8-O-4'
C-6 de l'unité D-hexopyranoses (B-allose, B-gallose,
B-glucose, a-gulose, B-idose et a,8-mannose)
C-5 de 'unité D-pentopyranoses (o-xylose)
46 58.892 3 unité methoxyle de Beta (Methyl O-(2-hydroxypropyl)-
alpha, Beta-D- glucopyranosides
47 58.066 —

Brut: Bois brut (avec extractible)
Extrait: Bois brut sans extractible
Lignine:  Lignine de Klason

----- : Intensité inférieure a 10

* Les composés numérotés sont rapportés dans I'Annexe.
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Enfin, pour les différents échantillons de bois, le déplacement chimique vers
105 ppm présente un signal d'une intensité significative. Ce déplacement chimique est
attribué aux groupements aromatiques ayant une structure moléculaire de méme type

que l'unité syringyle (Fengel, D. et Wegener, G., 1984).

3.5.2.5 Groupements méthoxyles

Les méthoxyles sont propres a chacune des unités de ligniné de 'espece €tudiée
(épinette blanche), soient le guaiacyle et le syringyle. L'unité guaiacyle demeure
toutefois la plus importante. La région permettant I'interprétation de ce groupement se
situe entre 54,5 et 57 ppm (Tableau XXII et XXIII) et ces variations s'expliquent par la
complexité de la lignine. En spectroscopie de résonance magnétique nucléaire du

carbone-13, certains déplacements chimiques de OCH3 ont €té observés dans la région

de 55 a 56 ppm (Huguchi, T., 1980).

L'unité guaiacyle de la lignine contribue également a des déplacements
chimiques de 148 ppm pour le carbone aromatique en position trois (3), de 146 et 153
ppm pour le carbone aromatique en position quatre (4). Ces caractéristiques ont été
observées dans le cas d'une structure modele de type B-O-4' (Leary, G.J. et al, 1986).
I est estimé que la lignine de Klason issues de 1'épinette blanche, présente les mémes
particularités que celle décrite précédemment. Suite a l'interprétation des résultats, la

structure moléculaire de la lignine de Klason renferme plusieurs unités dimériques de

type B-O-4'.



TABLEAU XXII
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Déplacements chimiques observés en
RMN du carbone-13 de
I'épinette blanche (57-54,5 ppm)

(groupements méthoxyles sur les carbones aromatiques)

No. Dépl. chim. Intensité

Signal (6 en ppm) Extrait  Lignine

01 57.580 41675 —

02 55.987 -— 155438

03 55.490 52908  —
Bois brut (avec extractible)
Bois brut sans extractible
Lignine de Klason

Intensité inférieure 2 10



TABLEAU XXHI

Interprétation des spectres

de résonance magnétique nucléaire du carbone-13
de I'épinette blanche (57-54,5 ppm)

(groupements méthoxyles sur les carbones aromatiques)

* Les composés numérotés sont rapportés dans I'Annexe.

No. Dépl. chim. Réf. Interprétaﬁon*
Signal (3 en ppm)
01 57.580 —_—
02 55.987 4 Méthoxyle (OCH3)
6 Méthoxyle dans l'unité B-aryl éther (threo-1)
03 55490 6 Méthoxyie dans I'unité B-aryl éther (3)
8,15  Méthoxyle dans I'unité aromatique
Légende :
Brut: Bois brut (avec extractible)
Extrait; Bois brut sans extractible
Lignine:  Lignine de Klason

Intensité inférieure a 10

120
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3.5.2.6 Composés aliphatiques non-oxygénés

Les carbones aliphatiques non-oxygénés se retrouvent dans des chaine linéaires
reliées aux cycles aromatiques pour donner une structure des plus complexes. Les
signaux obtenus par RMN du carbone-13 entre 51 & 31 ppm sont associés aux carbones
aliphatiques tertiaires (Tableau XXIV) et l'interprétation de ces signaux est représentée
au Tableau XXYV. Pour les carbones aliphatiques non oxygégés, de 30 2 14 ppm, les
signaux obtenus (Tableau XXVI) sont interprété€s au Tableau XX VII).

Selon la nature du composé, les carbones aliphatiques positionnés sur la chaine
latérale peuvent donner un déplacement chimique différent. Ce déplacement chimique
peut se délocaliser et interférer dans les régions, attribuées aux carbones aromatiques
quaternaires et tertiaires, variant de 100 & 135 ppm (Morck, R, et al., 1986; Robert,

D., et Chen, C.L., 1989; Sjoholm, R., et al., 1992).

La matrice de la lignine de Klason est forcément différente de la matrice de la

lignine dans le bois brut et le bois extrait.
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TABLEAU XXIV
Déplacements chimiques observés en
RMN du carbone-13 de
I'épinette blanche (51-31 ppm)

(carbones aliphatiques tertiaires non-oxygénés)

No. Dépl. chim. Intensité

Signal (8 en ppm) Brut Extrait  Lignine
01 51.078 — — . 3879
02 50.057 — — 42.605
03 49.290 19.358 — —

04 48.794 — — 45.560
05 48.075 16.737 — —

06 47.411 - — 40.337
07 46.909 17.405 — —

08 46.169 — — 44.226
09 45.148 — ~— 42.323
10 44.846 15.428 — —

11 44.495 — — 39.395
12 43.766 — — 40.893
13 43.339 14.900 — —

14 43.047 14.960 — 42.929
15 42.048 13.948 — 42.037

16 41.346 14,733 — 40.576




TABLEAU XXIV (suite)

No. Dépl. chim. Intensité
Signal (6 en ppm) Brut Extrait  Lignine
17 40.763 14.680 — —
18 40.509 — — 42.351
19 39.780 — — 41.694
20 38.743 13.911 —_ 42911
21 38.090 14.249 — 44.403
22 37518 — — 43.966
23 37.058 — —_ 43.367
24 36.680 13.985 — 43.242
25 36.194 14.087 — —_—
26 35.271 13.692 —_ —_—
27 34.844 — — —
28 33.931 14.685 —_ —
29 33.510 — —_ 38.743
30 32.619 14.675 — —
31 32317 — — 42.557
32 31.539 — —_ 45.244
33 31.382 14.640 —_ 44.928
Légende :
Brut: Bois brut (avec extractible)
Extrait: Bois brut sans extractible
Lignine:  Lignine de Klason

Intensité inférieure & 10
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TABLEAU XXV
Interprétation des spectres
de résonance magnétique nucléaire du carbone-13

de 1'épinette blanche (51-31 ppm)

(carbones aliphatiques tertiaires non-oxygénés)

124

No. Dépl. chim.  Réf.  Interprétation”
Signal (6 en ppm)
01 51.078 6 C-Beta dans B-1' et unités phenylcoumaranes
02 50.057 12 C-Beta dans B-5' ’
03 49.290 1 C-alpha dans (no. 45)
04 48.794 5 Carbone aliphatique
05 48.075 —_
06 47411 5 Carbone aliphatique
07 46.909 5 Carbone aliphatique
08 46.169 5 Carbone aliphatique
09 45.148 1 C-Beta dans (no. 57)
10 44.846 1 C-Beta dans (no. 58)
5 Carbone aliphatique
11 44 495 5 Carbone aliphatique
12 43.766 —
13 43.339 —
14 43.047 2 C-3 dans l'unité isohexane
15 42,048 —
16 41.346 1 C-alpha dans (no.19) et
2 C-alpha du carbonyle
17 40.763 1 C-alpha dans (no. 18)
18 40.509 1 C-alpha dans (no. 17)
19 39.780 1 C-alpha dans (no. 32)
20 38.743 1 C-alpha dans (no. 16)
21 38.090 2 C-3 des alcanes aliphatiques
22 37.518 1 C-alpha du comp. no. 57




TABLEAU XXV (suite)
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No. Dépl. chim.  Réf.  Interprétation”
Signal (8 en ppm)
23 37.058 2 C-3 des alcanes aliphatiques
24 36.680 2 C-3 des alcanes aliphatiques
25 36.194 2 C-3 des alcanes aliphatiques
26 35271 1 C-alpha du comp. no. 28
27 34.844 1 C-alpha du comp. no. 56,
2 C-3 des alcanes aliphatiques
28 33,931 1 C-alpha du comp. no. 52,
29 33,510 5 C-aliphtique des alcanes
30 32619 3 C-3 des alcanes aliphatiques
31 32.317 2 C-3 des alcanes aliphatiques
32 31.539 1 C-Beta du comp. no. 41 et 52,
2 C-1 des alcanes aliphatiques
33 31.382 1 C-Beta du comp. no. 41 et 52

Légende :

Brut: Bois brut (avec extractible)
Extrait: Bois brut sans extractible
Lignine:  Lignine de Klason

——— Intensité inférieure 4 10

* Les composés numérotés sont rapportés dans I'Annexe.



TABLEAU XXYVI
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Déplacements chimiques observés en

RMN du carbone-13 de

l'épinette blanche (30-14 ppm)

(carbones aliphatiques non-oxygénés)

No. Dépl. chim. Intensité
Signal (8 en ppm) Brut Extrait  Lignine
01 30.157 —_— — 47955
02 29.606 13.772 -— —_—
03 28915 — — 42.508
04 28.283 — — 41.301
05 27.484 — — 41.816
06 26.366 — — 39.666
07 24227 — — 27.829
08 23.509 15.764 —_— —
09 22.089 — — 25.525
10 21.370 18.325 — —_
11 20.517 17.554 20.865 29.805
12 19.561 —_ —_ 21.943
13 19.388 — 17.332 22016
14 18.745 15.527 — —_
15 17.989 — 21.163 —
16 17.336 15.404 14073 -
17 14.906 14.004 — —_
18 14.031 13.920 — 20.455
Légende :
Brut: Bois brut (avec extractible)
Extrait: Bois brut sans extractible
Lignine:  Lignine de Klason

——
.

Intensité inférieure 3 10



TABLEAU XXVII
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Interprétation des spectres

de résonance magnétique nucléaire du carbone-13
de I'épinette blanche (30-14 ppm)

(carbones aliphatiques non-oxygénés)

No. Dépl. chim.  Réf.  Interprétation™
Signal (8 en ppm)

01 30.157 1 C-Beta du composé no.27
02 29.606 2 C-2/4 des alcanes (heptane et méthyl-3 pentane)
03 28915 2 C-1 des alcanes (2,2-diméthylbutane) et
alcane dans les groupements alkyl saturés

04 28.283 1,2 C-alpha du comp. 15 et C-2 des alcanes
05 27484 2 C-1 des alcanes (2,2,3-triméthylbutane)
06 26.366 —
07 24227 1 C-Beta du composé no.57
08 23.509 2 C-2 des alcanes
09 22.089 2 C-1 de l'isopentane
10 21.370 _—
11 20.517 1 C-alpha des composés 10, 12, 53, 54, 55 et 56

6 unité acéthyl

15 groupement méthyl acéthyl
12 19.561 2 C-1 du 2,3-diméthylbutane
13 19.388 2 C-1 du 2,3-diméthylbutane
14 18.745 2,5 C-4 du 3-méthylpentane et groupement acéthyl
15 17.989 1 C-y de l'unité 34, 57 et 58
16 17.336 —
17 14.906 —_—
18 14.031 2 C-1 des alcanes

Légende :

Brut:
Extrait:

Lignine:

* Les composés numérotés sont rapportés dans I'Annexe.

Bois brut (avec extractible)
Bois brut sans extractible
Lignine de Klason
Intensité inférieure 4 10



3.5.3 Comparaison des spectres:

L'unité de base de la lignine de conifere est le guaiacyle éaractérisé par la
présence d'un groupement méthoxyle apparaisant prés de 55 ppm. A la suite des
résultats obtenus, la lignine de Klason présente une intensité nettement supérieure dans
la région de 55 ppm comparativement aux échantillons de bois brut et de bois sans
extractibles. Cette constatation s'explique par le fait que les échantillons de bois brut
renferment une multitude de composantes telles que la cellulose et les hémicelluloses qui
par contribution de l'ensemble de ces constituants, minimisent l'intensité relative du
groupement méthoxyle par rapport a 'ensemble des déplacements chimiques détectés.
La lignine de Klason, en l'absence d'extractibles, de groupements cellulosiques et
hémicellulosiques, permet I'obtention d'une intensité plus importante en groupements

méthoxyles.

Les résultats expérimentaux observés en RMN du carbone-13 (Figure 35)
montrent que la partie aromatique des unités phénylpropanoides, dont les déplacements
chimiques varient entre 160 et 107 ppm, demeure plus intense pour la lignine de Klason
que celle obtenue pour le bois brut et le bois extrait. Les spectres de bois brut et de bois
extrait, se caractérisent par d'importants groupements cellulosiques caractérisés par des
déplacements entre 108 et 58 ppm. Il faut cependant noter que certains déplacements
chimiques de la partie alkyle oxygéné (alcools et éthers) de 1'unité phénylpropanoide
apparaissent dans la méme région que les alkyles oxygénés de la cellulose et des
hémicelluloses (Himmelsbach, D.S. et Barton, F.E., 1980) et occasionnent une

intensité plus importante.

128



129

Figure 35: Superposition de spectres obtenus par RMN du carbone-13.



Par comparaison, les spectres obtenus renferment certains composés
aliphatiques retrouvés vers 25 ppm, des groupements méthoxyles vers 55 ppm et des
carbones aromatiques tertiaires caractéristiques de la lignine vers 110 ppm. Les spectres
RMN du carbone-13 appuient les résultats obtenus par spectrométrie infrarouge lors de
l'interprétation des groupements cellulosiques et de la fonction guaiacyle présente dans

le noyau aromatique.

Le spectre du bois extrait devient presque similaire a celui du bois brut sauf que
ce dernier offre un signal plus faible dans la région de 30 a 50 ppm. Cette
caractéristique démontre la contribution des acides résiniques et des extractibles présents
dans l'échantillon de bois brut. Suite a l'interprétation des déplacements chimiques
observés en RMN du carbone-13, une multitude d'unit€s monomériques et dimériques
ont été proposées et sont illustrées en annexe. Ces unités font référence aux travaux
réalisés antérieurement par différents auteurs. Les unités monomériques suggérées sont
issues principalement du noyau guaiacyle et les diméres les plus présents, constituent
majoritairement des structures de type B-O-4' et B-5'. Certaines sous-structures
présentes dans la lignine de Klason extraite de I'épinette blanche Picea glauca (Moench)

Voss seront illustrées; elles forment des oligolignols.

3.5.4 Sous-structures monomériques

Les unités monomériques retrouvées par spectrométrice RMN du carbone-13 et

par FAB/MS ont été comparées a la littérature afin de développer certains modeles de
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base. Ces unités ont été sélectionnées lorsqu'elles comportaient un minimum de quatre
(4) déplacements chimiques identiques a ceux retrouvés expérimentalement. Chaque
.carbone positionné sur le noyau aromatique ou sur la chaine latérale possede un
déplacement chimique qui lui est propre selon son environnement. Les résultats obtenus
suggérent que l'unité B-0O-4' est un élément important dans l'interprétation de la

structure de la lignine de Klason extraite de conifere.

Les résultats obtenus démontrent qu'a partir de 'unité phénylpropanoide, les
structures monomériques de la lignine de Klason existent sous plusieurs formes. Les
structures monomériques €élucidées ont comme unités de base, la fonction guaiacyle
(Figure 36). Le substituant fixé sur le carbone aromatique numéro un (1) est représenté
par le symbole "X". Lorsqu'il y a variation du substituant "X", les sous-structures
monomériques retrouvées pour la lignine de Klason, sont appuyées par l'analyse des
déplacements chimiques observés en RMN du carbone-13 et par les fragments
retrouvés en spectrométrie de masse par atomes rapides (FAB/MS) (Figure 37). La
précision utilisée permettant une interprétation en spectrométrie de masse (FAB/MS) est

de l'ordre de + 0,05 u.m.a. (Larouche, R. et al, 1992).

Aprés compilation des résultats, les fonctions alcools et acides sont également
présentes dans certaines unités de lignine mais, en faible proportion. Les trois (3) unités
de base issues de I'alcool phénylpropanoide tels que: le trans-coniférol, le trans-sinapol,

le trans-p-coumarol sont identifiées par FAB/MS (Figure 38).
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L-g-o

Variation du X

1- H
2- CHO

3- CH,0H

4- COOH

5- CH,CHjy

6- CH,CH,OH

7- CHOH-CH,

8- CHOHCOOH

9. CH,CH,CHj
10- COCH,CH;
11- CH=CH-CH,0H
12- CH=CH-CHO
13- CH=CH-COOH

OCH3

m/z

123,04
151,04
153,06
167,03
151,07
167,07
167,07
197,04
165,09
179,07
179,07

177,05
193,05

RMN du carbone-13

C-1

C-2

C-3

C-4

1194
129,5
133,9
124,3
135,5
130,9
138,6
131,4
133,5
130,9
129,2
129,6
127.8

113,0
111,9
111.3
114,1
113,2
114,1
110,2
111,7
111,7
111,9
111,0
112,9
111,9

L : unité de lignine

148,3
148,3
146,3
168.2
148,2
147,3

147,3 .

1473
143,7

149,3
148,1
148,3
149,2

1473

145,3
151,3
145,3
145,3
145,3

145,3
153,8
146,6
150,6
151,3

11,3

116,6
115,3
1153
116,6
1153
1153
1153
1339
111,9
1159
117,6
112,9

1212
125,5
119,4
122,3
120,7
121,2
118,6
119,4
116,6
122,3
119,7
122,3
1228

Figure 36: Sous-structures monomériques de la lignine de Klason.
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Figure 37 : Spectre FAB/MS des unités monomériques issus de
la lignine de Klason
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3- Trans-p-coumarol

Figure 38: Unités de base issues d'alcools phénylpropanoides
identifiées par FAB/MS.
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3.5.5 Sous-structures dimériques

Les principales unités dimériques de base sont formées, suite a des mécanismes
de polymérisation radicalaire et ce, & partir d'unités monomériques (Huguchi, T.,
1985). Les résultats obtenus par RMN du carbone-13 et du FAB/MS, suggérent la
présence des principales unités phénylpropanoides dans la structure de base de la
lignine. Les unités monomériques retrouvées précédemment, permettent 1'élaboration de
structures dimériques de la lignine. Les unités guaiacyles et para-hydroxyphényles
caractérisent la majorité des unités de base de la lignine extraite de conifére. Les
structures dimériques retrouvés présentent des liens interunités de type 8-O-4', 3-5', B~

1', B-B', 5-5' et 4-O-5' et sont détectés par spectrométrie de masse par atomes rapides

(FAB/MS) (Figure 39).

3.5.5.1 Unités dimériques de type B-0O-4'

Les fragments obtenus par spectrométrie de masse par atomes rapides
(FAB/MS) et les déplacements chimiques observés par RMN du carbon-13 sont
comparés a la littérature et permettent de proposer des modeles dimériques possibles de
type B-O-4'. Suite A une interprétation des résultats obtenus pour l'ensemble du spectre,
deux (2) structures dimériques de type B-O-4' sont retrouvées, les déplacements
chimiques pour les carbonres 8 sont de 85,1 ppm (Lapierre, C. et al, 1987). Ces
structures se composent de deux (2) unités: une phénylpropanoide ayant en position o
sur la chaine latérale un groupement hydroxyle et en position 8 un éther aromatique;

l'autre unité est un guaiacyl diversement substitué.
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Légende:
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II-
HI-
IV-
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Ether guaiacylglycérol B-aryl (8-O-4")
Phénylcoumarane (8-5")
Diarylpropane (8-1")

Pinorésinol (8-8")

Biphényle (5-5")

Biphényléther (4-O-5")

Figure 39: Identification de sous-structures dimériques

de base de la lignine.
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Un autre dimére est représenté dans la Figure 40. Il est caractérisé par la
présence d'une double liaison sur la chaine latérale en position . Le second cycle
aromatique renferme un groupement "X" positionné sur le carbone un (1). Ce
substituant "X" permet de retrouver neuf (9) possibilité€s pour chacune des structures

dimériques de type B-O-4'.

Les probabilités de retrouver la structure dimérique ayant une double liaison en
position a-f de la chaine latérale sont plus grandes pour un type de lignine traitée avec
une solution d'acide sulfurique. La lignine en milieu acide se déhydrate favorisant ainsi
la formation de systémes conjugués avec les noyaux aromatiques (Fengel, D. et
Wegener, G., 1984). Les résultats obtenus sont confirmés par spectrométric RMN du

carbone-13 et par FAB/MS (Figure 41).
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a)

b)

CH,OH
o
OCHs
2
Lf
CH,OH
Z o
OCH34
“Léo
Lf
Figure 40:

Variation de "X"

1- CHO
2- CHj
3-  CH,OH
4- COOH
OCH, 5-  CHy-CH3
6- CH2- CH20H
7- CHOH-CH3
8- CHOH-COOH
9- H
y Variation de "X"
10- H
11- CHO
12- CHj
OCH, 13- CH,OH
14- COOH
15- CH2-CH3

16- CH,-CH,OH
17- CHOH-CH3
18- CHOH-COOH

L : unité de lignine

Sous-structures dimériques de type B-O-4".

nyz

347,11
333,13

349,13
363,11
347,15
363,14
363,14
393,12
318,11

301,11

329,10
315,12

331,12
345,09
329,14
345,13
345,13
375,11
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Figure 41: Spectre FAB/MS des unités dimériques de type 3-O-4'



3.5.5.2 Unités dimériques de type B-5'

Le dimere de type B-5' présent dans la lignine est d'une importance de 10%
(Higuchi, T., 1985) et sa structure se présente sous deux (2) formes. Suite aux résultats
obtenus pour l'analyse de la lignine de Klason, un des diméres de type B-5' renferme
une double liaison en position o de la chaine latérale (Figure 42). Les modeles
correspondants dans la littérature différent par la valeur du déplacement chimique de la
position du quatriéme carbone aromatique. Ce carbone est alors 1i€ & un groupement

hydroxyle qui permet la formation de liaisons interunités dans la structure de la lignine.

3.5.5.3 Unités dimériques de type B-1'

L'unité dimérique de type B-1' retrouvée existe sous deux (2) formes possibles

(Kringstad, K.P. et Morck, R., 1983). Ces structures renferment les deux (2) unités

guaiacyles a chaque extrémité et les différences consistent en un groupement CH,OH et
hydrogéne substitué sur la chaine latérale en position B. Ces structures sont ainsi

illustrées a la figure 43 et le spectre du FAB/MS est représenté a la figure 44.
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a)
X
Y Variationde "X"  mlz
|
CH
H3CO
’ 1- CHyCH,CH; 312,14
o CH
2- CH=CHCH; 310,12
HaCO
0.
S
b)

X OCH,
‘ Variation de "X" m/z
OH

/ 3- H 271,09
4 CHy,CH,0H 315,12

‘ 5- CH,[CH,],0H 329,14
HaCO

'Zg: 0 L : unité de lignine
LA

Figure 42: Structures dimériques de type B-5'.
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c) Dimére de type B-1'

HaCO
L

Oy

Variation de "X" m/z
6- H ' - 271,09
7- CH,OH 301,11

Figure 43: Structures dimériques de type 3-1'.
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Figure 44: Spectre FAB/MS des unités dimériques de type B-5' et B-1'.
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3.5.5.4 Unités dimériques de type B-B'

L'unité B-B' est caractérisée en RMN du carbone-13 par un déplacement
chimique de 85,1 ppm pour le carbone o, de 53,1 ppm pour le carbone f et de 71,3
ppm, pour le carbone ¥ (Lapierre, C. et al, 1987). L'unité pinorésinol de structure B-p'
a été identifiée; le groupement hydroxyle positionné sur le noyau aromatique, permet la

formation de liens interunités.

3.5.5.5 Unités dimériques de type 5-5'

La structure biphényle, d'une importance relative de 10%, est identifiée en trois
(3) structures différentes de type 5-5'. Ces structures se Qiffércncient par la présence
d'un substituant "X" en position un (1) du carbone aromatique (Figure 45). Le
substituant suggere des fonctions aldéhyde et aliphatique. Le groupement hydroxyle du

noyau aromatique permet la formation de liens interunités via un mécanisme radicalaire.

3.5.5.6 Unités dimériques de type 4-O-5'

Cette structure étant la moins abondante n'est toutefois pas négligeable. Suite &
l'interprétation des résultats, la structure dimérique de type 4-O-5' est obtenue et
présente trois substituants différents. La structure de base contient une substituant "X"

en position un (1) sur le carbone aromatique et ces mémes substituants sont interprétés

par FAB/MS (Figure 46).
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a) Dimére de type 5-5'
Variation de "X" nyz
1- CHO 272,07

2~ CH3 258,09
3-  CHCH3 272,10

b) Dimére de type 4-O-5'

CH,OH Variation de "X" m/z

N
4- CHO 329,1

X 5- CHj 315,1
6- CH,CH,CHj3 343,1
OCHg o)
.0 OCH, L : unité de lignine
%,

Figure 45: Identification de sous-structures dimériques de type 4-O-5' et 5-5'.
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Figure 46: Spectre FAB/MS des unités dimériques de type B-5'et B-1'.



3.5.6 Caractérisation d'oligolignols

Les oligolignols sont des unités polymériques de lignine contenant jusqu'a
quatre (4) unités phénylpropanoides. Ces unités renferment les structures dimériques
retrouvées précédemment. La majorité des structures retrouvées, contiennent des

liaisons interunités de type 8-O-4'.

Pour les structures ayant trois (3) cycles aromatiques, les résultats proposent
comme trimére une structure de type B-O-4' et B-8'. Le fragment identifi€ posséde une

masse moléculaire de 1'ordre de 551 u.m.a. (Fighre 47).

Concernant les structures se composant de cinq (5) noyaux aromatiques, les
résultats démontrent 1a présence de deux (2) tétrameéres. La masse moléculaire totale
pour l'unité polymérique de type B-O-4' pour I'ensemble de ce fragments atteint 911,3
u.m;a. et lorsque quatre (4) unités sont considérées, ce fragment posséde une masse de
715,3 u.m.a. (Figure 48). Aussi, une seconde structure d'interunité de type B-O-4' et

B-5' est retrouvée et ce fragment a une masse de 717,3 u.m.a. (Figure 49).

Pour les structures plus élaborées se composant de cinqg (5) noyaux aromatiques
et plus, les résultats proposent quatre (4) structures. Le pentalignol observé se compose
de liaisons interunités de type 8-O-4' et 8-5'. La masse moléculaire de ce fragment est
alors de 928,3 u.m.a. (Figure 50). Une seconde structure composée de six (6) unités
phénylpropanoides permet I'obtension d'un fragment de 1106,4 de masse moléculaire.

Les liens interunités sont du type 8-O-4' (Figure 51).
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Figure 47:

L : unité de lignine

Trimere de type B-O-4' et B-B.
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H,COH
unité B-5' Z
H,COH
HZCI)OH 2
CH /
H,CO I
o) CH
H,COH OCH,
CH-Q—O
H3CO I 5 wnité BO4
O=——=S=CH
357,2
H,COH OCHs
CH—2—0
| 715,3
CHOH -
unité §-0-4'

OCH;4
O.
oL
911,3

L : unité de lignine

Figure 48: Identification d'un fragment majoritaire de type $-O-4".
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HCO

HyC0 H,COH
O—E—C” B-04

HCOH
H2c|>0H
O—g———CH
374,1 I ]
HCOH  B-O4
HOICH2
HC
OCHj,
unité B-5' e o
HaCO
0-8-L
717,3
pream—

L : unité de lignine

Figure 49: Identification d'un fragment de quatre (4) unités

de type B-O-4' et B-5".
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H,COH
H;COH OCH4
CH:-¢—O .
H;CO | 5 itk 04
Q=S -=CH
357,2
H,COH OCH;
CH—<¢—0
| 715,3
CHOH
unité B-O-4'
OCH,

|,
911,3
L : unité de lignine
Figure 50: Identification d'un fragment de cinq (5) unités
de type B-O-4' et B-5'".
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unité B-O-4'
HaCO Hz<|>0H
O 1771 é a-l
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—O0 11044 O'E'L

L : unité de lignine
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Figure 51: Identification d'un fragment de 1104,4 u.m.a. de type B-O-4'et 5-5'
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L'unité dimérique obtenue précédemment dé type B-B' combinée avec une
structure de type B-1' est observée par spectrométrie RMN du carbone-13 et par
FAB/MS (Figure 52). Des études antérieures de biosynthése de la lignine proposent
cette structure comme fragment de la lignine de Klason (Torsell, K.B.G., 1983). La
structure modele proposée par Adler en 1977 et Sjostrdm en 1981, se compose de 16
unités phénylpropanoides. L'ensemble des liens interunités que contient ce modéle de
base correspond aux résultats obtenus par spectrométrie RMN du carbone-13 et par

FAB/MS. Cette structure modele de la lignine se compose ainsi de liens interunités de

type B-0-4', B-1', B-5', 5-5', B-B' et 4-0-5' (Figure 53).
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L : unité de
lignine

Figure 52: Schéma d'une structure de type B-p' et B-1'11,

11 Torssell, K.B.G., (1983).
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HyCO @ @ OCH,
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Figure 53: Structure modele de la lignine extraite de coniferel2.

12 Sj6strém, E., (1981).
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3.6 Biotransformation de la lignine de Klason

La lignine de Klason est soumise a la dégradation par l'emploi d'un
basidiomycete, Phanerochaete chrysosporium. Les échantillons sont prélevés suivant
une étape cinétique afin de vérifier 1'état de la lignine aprés différents temps de

fermentation.

Les échantillons sont analysés par chromatographie d'exclusion afin d'estimer
les différentes populations de diverses masses moléculaires présentes dans la lignine.
Les résultats démontrent que la lignine de Klason non biotransformée renferme deux (2)
grandes populations de masses différentes. Le chromatogramme, analysé a une
longueur d'onde de 280 nm, est représentatif de la littérature et donne une fonction
bimodale (Connors, W.J., 1980; Chahal, D.S. et Hachey, J.-M., 1990) (Figure 54, 55
et 56). La lignine de Klason offre une faible population de 1'ordre de 0,77% de masse

moléculaire de 60 kDa et une population abondante de 99.23% de masse moléculaire de

1,5 kDa (tableau XX VTII).

Suite a l'action du microorganisme, deux phénomenes se produisent: une
augmentation de la concentration s'effectue au niveau des masses moléculaires élevées
(>50 kDa) et une dépolymérisation des masses moléculaires inférieures (1 500 daltons)
permettant une repolymérisation de ces fragments pour donner une population de masse
moléculaire de 5 000 daltons. Pour un rendement maximal de maniére quantitative
correspondant & des populations de masses moléculaires élevées, le temps nécessaire a

l'action du microorganisme sur la lignine de Klason est de 175 heures.



Unités arbitraires
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F—_—-_':=|—"= y T v T Y 1
0 10 20 30 40

Volume d'élution (ml)

Légende: Temps de fermentation

Tp: O Hre
Tl . 20 Hres
Tr: 47 "
T3: 68 "

Figure 54: Chromatographe de la biotransformation de la lignine

de Klason entre O et 68 heures.
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Figure 55: Chromatographe de la biotransformation de la lignine

de Klason jusqu'a 188 heures.
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Figure 56: Chromatographe de la biotransformation de la lignine

de Klason entre 212 et 266 heures.



TABLEAU XXVIII

Distribution des poids
moléculaires de la lignine de Klason
biotransformée par Phanerochaete chrysosporium

160

Temps de S-1 (%) S-2 (%) $-3(%) S-4(%)
fermentation
(Heures)
0 0,77 - 99,23 -
20 1,54 - 98,46 ---
47 1,09 - 98,90 -
68 3,53 - 96,47 -
94 10,26 - 89,74 ---
163 12,68 0,82 86,49 -
188 9,11 1,01 89,88 -
212 8,62 0,40 90,99 ---
238 12,19 0,65 86,18 0,98
266 6,39 --- 92,24 1,37
Légende:

S-1: 60 000 daltons
S-2: 5000 daltons
S-3: 1500 daltons
S-4: 700 daltons
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Cette fermentation conduit a I'apparition d'unités de masse moléculaire de 5 000

daltons et au maintient des unités de 60 000 et de 1 500 daltons de masse moléculaire

(Figure 57).

Aprés 175 heures de fermentation, deux (2) autres phénomenes s'observent: la
population de 60 000 daltons se dépolymérise pour former des fragments plus petits
permettant I'augmentation de la concentration des unités de 1 500 daltons. Aussi, les
unités de masse moléculaire de 5 000 daltons subissent l'effet de dépolymérisation pour

produire des unités de masse moléculaire de 700 daltons (Figure 58).

Au bout de 266 heures de fermentation 4 une température de 25° C, il est estimé
que les unités de masses moléculaires de 60 000 daltons et de 5 000 daltons sont
sensiblement disparues pour finalement produire des populations de masses
moléculaires de 1 500 daltons et de 700 daltons. Des études antérieures ont observées
les mémes phénomenes de polymérisation et de dépolymérisation (Cyr, N., 1988;

Trojanowski, A. , 1987; Larouche, R. et al, 1991; 1992).
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Figure 57: Evolution de la biotransformation de la

lignine pour les hautes masses moléculaires.
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Figure 58: Evolution de la biotransformation de la

lignine pour les faibles masses moléculaires.



CHAPITRE 1V

CONCLUSION
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L'analyse de la lignine de Klason extraite, de I'épinette blanche, Picea glauca
(Moench) Voss, a exigé la combinaison de différentes techniques spectroscopiques et
analytiques afin d'identifier certaines unités de base constituant une partie de sa

structure.

La caractérisation des extraits d'épinettes blanches a permis l'identification de
plusieurs extractibles. L'utilisation d'un extracteur soxhlet opérant avec un mélange de
solvant (toluéne-éthanol) s'est avéré efficace. La technique d'extraction par soxhlet a
permis l'isolation des différents extractibles. Plus d'une trentaine de composés ont été
identifiés par chromatographie en phase gazeuse sur colonne capillaire couplée a un
spectrometre de masse. Certains acides résiniques contenus dans la biomasse ont pu
étre identifiés et les plus importants sont: 'acide sandracopimarique, isopimarique, tétra

hydroabiétique, déhydroabiétique et 1'acide néoabiétique.

La lignine de Klason obtenue contient deux (2) types d'unités
phénylpropanoides: les unités guaiacyles et para-hydroxyphényles. Ces unités ont été
déterminées par trois (3) méthodes spectroscopiques différentes: l'infrarouge, la RMN

du carbone-13 et 1a spectrométrie de masse par atomes rapides (FAB/MS).

Les analyses spectroscopiques infrarouges ont déterminé la présence de
groupements guaiacyles ainsi que diverses fonctions cellulosiques. Les échantillons de
bois brut et de bois sans extractibles indiquent la présence des constituants cellulosiques
et hémicellulosiques comparativement a I'échantillon de lignine de Klason. Les résultats

obtenus par spectroscopie de résonance magnétique nucléaire du carbone-13 et par
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spectrométrie de masse par atomes rapides ont également permis d'élucider certains
modeles dimériques de base de la lignine. Les structures dimériques identifiées

comportent principalement de liens interunités de type B-O-4'. Des structures

trimériques, tétramériques et pentamériques sont également proposées.

La spectroscopie RMN du carbone-13 et infrarouge suggerent sept (7)
groupements fonctionnels caractéristiques de la lignine. Ces fonctions sont les
suivantes: les aldéhydes et cétones, les acides carboxyliques, les carbones aromatiques

tertiaires et quaternaires, les groupements méthoxyles (OCHj3) et les carbones

aliphatiques.

L'étude de la biotransformation de la lignine de Klason par Phanerochaete
chrysosporium démontre certains mécanismes de polymérisation et de
dépolymérisation. L'étude de la distribution des masses moléculaires a été effectuée par
chromatographie de perméation sur gel. Au bout de 175 heures de fermentation, la
concentration des unités de masses moléculaires élevées est optimum et montre un
phénomene de repolymérisation dans des unités de masses moléculaires élevées (60 000
et 5 000 daltons). Aprés 175 heures, une dépolymérisation s'effectue au détriment des
masses moléculaires élevées pour former des fragments de plus petites masses
moléculaires (1 500 et 700 daltons). Il est observé qu'au bout de 266 heures de
biotransformation, 10% de la lignine unitiale de masse moléculaire de 1 500 a pu étre

dégradée au profit d'unités de masses moléculaires plus faibles (700 daltons).
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Structures tirées des références suite a des interprétations

a) Structures tirées de la référence no.1:

Qoo Qe O

OH OCHj
1 2 3
CHO CHO
‘ OQ—CHO
OCHj, OCHa D ocH{
OH OCHs |
4 5 6
CH,OH
: O‘Q— CH,OH
OCH3; OCHj;
OH
7 8
CH,OH CHy CHy
HOH,C OCHa OH HOHC OCHs
OH OH OH



Structures tirées de la référence no.1: (suite)
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Structures tirées de la référence no.1: (suite)
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Structures tirées de la référence no.1: (suite)
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Structures tirées de la référence no.1: (suite)
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Structures tirées de la référence no.1: (suite)
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b) Structures tirées de la référence no.9:
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Structures tirées de la référence no.9: (suite)
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Structures tirées de 1a référence no.9: (suite)
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Structures tirées de la référence no.9: (suite)
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