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« La Nature est un temple où de vivants piliers 

Laissent parfois sortir de confuses paroles ; 

L'homme y passe à travers des forêts de symboles 

Qui l'observent avec des regards familiers. » 

Charles Baudelaire 

 

 

« Chaque arbre est le symbole vivant de la paix et de l’espoir. » 

Wangari Muta Maathai 

Biologiste, enseignante, scientifique, militante (1940 – 2011) 

 

 

« Toute l’histoire de notre évolution biologique tient dans la vie d’un arbre. » 

Christophe Drénou 

Ingénieur horticole, Docteur, spécialiste de l’architecture et de la biologie des arbres 

 

 

« Je ne puis regarder une feuille d’arbre sans être écrasé par l’univers. » 

Victor Hugo 

Artiste, écrivain, poète, romancier (1802 – 1885) 

 

  

« Pour qu’un écologiste soit élu président, il faudrait que les arbres votent. » 

Coluche 

Humoriste et comédien (1944 – 1986) 

 

 

« Quand le dernier arbre aura été abattu – Quand la dernière rivière aura été 

empoisonnée – Quand le dernier poisson aura été péché – Alors on saura que l’argent ne se 

mange pas. » 

Geronimo 

Chef amérindien des Apaches Chiricahuas (1829 – 1909)  

 

 

« Ce n’est pas tant ce que nous devons commencer à faire, que ce que nous devons 

cesser de faire à nos arbres. » 

Alex L. Shigo  

Père de l’arboriculture ornementale moderne (1930 – 2006) 

 

 

« Il faut planter un arbre au profit d’un autre âge. » 

Caecilius Statius 

Poète et dramaturge (230 – 168 av. J.-C.) 
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INTRODUCTION 

u vu du contexte mondial géopolitique tendu, dû à la fois à la raréfaction des 

ressources fossiles pour la production d’énergie et de matériaux et à une 

demande croissante, outre un changement de modèle de consommation local 

et global, il est clair que l’utilisation d’une ressource moins géolocalisée que 

le pétrole, renouvelable et abondante pourrait contribuer en partie à assurer un 

avenir soutenable. Encore faut-il exploiter cette ressource durablement et de manière 

responsable. La biomasse végétale répond à ces critères et permet déjà de produire 

à échelle industrielle des biocarburants, biomatériaux, bioplastiques et autres 

produits de consommation biosourcés. Tous ces produits ne sont pour autant pas 

neutres en carbone et des progrès sont à réaliser pour rendre leur cycle de vie 

viable. 

Ainsi est né ce projet, dans la volonté d’extraire et de valoriser les 

polysaccharides du bois et en particulier les hémicelluloses dans le domaine la santé 

humaine. Plusieurs thèses ont été réalisées au laboratoire pour la valorisation des 

hémicelluloses du bois à des fins applicatives variées (bioéthanol, tensioactifs verts, 

xylitol, furfural, prébiotiques...). 

Ces hétéropolysaccharides de différentes natures chimiques sont hautement 

substitués et ramifiés, et caractérisent l’essence du bois qu’ils composent et son 

environnement de croissance. Leur rôle assure de nombreuses fonctions 

mécaniques et biologiques (encore non élucidées pour certaines) au sein de la 

structure même d’un arbre dont ils représentent environ 30% en masse. Ils sont les 

deuxièmes biopolymères les plus abondants sur terre et représentent donc un gros 

potentiel encore inexploité. Les principales limitations à l’utilisation de ces 

macromolécules résident dans leur complexité structurelle, mais également dans 

leurs liaisons privilégiées avec la cellulose et la lignine dans le bois. En effet, les 

extraire sans les dégrader ne semble pas évident, mais les extraire sans dégrader les 

autres composants du bois et sans modifier l’ultrastructure d’une fibre est 

compromis. Leur caractérisation et surtout l’isolation de molécules d’intérêt est un 

véritable défi lorsque la matière première utilisée pour leur extraction est le bois.  

Pourquoi avoir choisi le bois comme biomasse ? Les hémicelluloses sont en 

réalité un co-produit de l’industrie papetière, récupéré pour produire de l’énergie par 

combustion. Leur extraction en amont du procédé papetier grâce à un prétraitement 

des copeaux nommé autohydrolyse permettrait à la fois leur valorisation sous forme 

d’hydrolysat et l’utilisation des copeaux de bois préhydrolysés pour la production de 

fibres cellulosiques. Ce contexte d’extraction est le socle du projet. Cette ressource 

inexploitée est alors directement disponible et déjà approvisionnée si l’on considère 

que l’industrie papetière mondiale utilise chaque année 31.107 T de bois pour la 

production de cellulose. La diversification des usines de pâte de bois a déjà 

commencé et semble être en bonne voie de réalisation. Les bioraffineries 

lignocellulosiques intégrées aux usines de production de fibres de cellulose 

consisteront donc à déconstruire et valoriser la biomasse dans son ensemble et non 
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uniquement la cellulose, à la manière d’une papeterie traditionnelle. Cette forme de 

bioraffinerie représente un concept viable d’exploitation des polysaccharides du bois 

sous forme de produits commerciaux en grande partie recyclables et substituables 

aux produits issus de la pétrochimie.   

Ainsi, au vu du nombre croissant de projets privés comme publics au niveau 

international dédiés à la thématique d’extraction et de caractérisation des 

hémicelluloses, il est d’un intérêt commun de poursuivre les recherches dans ce 

sens.  Les objectifs sont multiples, et s’inscrivent dans le développement des 

glycosciences grâce à l’étude des glycomolécules trouvées dans la nature 

(glycolipides, polysaccharides...), initié par le projet Glyco@Alps financé par l’Initiative 

d’EXcellence de l’Université Grenoble Alpes (ANR-15-IDEX-02) en mars 2017. Le 

premier ensemble de travaux, destiné à l’exploration des forêts qui sont des puits de 

biodiversité, est divisé en deux avec une thèse portant sur les plantes et les 

microalgues trouvées à haute altitude et l’autre sur les oligosaccharides du bois 

considérés comme des glycanes bioactifs. C’est cette dernière qui fait l’objet du 

présent manuscrit intitulée : « Etude de la diversité moléculaire des oligosaccharides 

solubles d’hémicellulose issus d’autohydrolysats de bois ». Ces travaux de thèse ont 

été réalisés en collaboration entre le Laboratoire Génie des Procédés Papetiers 

(LGP2) et le CEntre de Recherche sur les MAcromolécules Végétales (CERMAV) à 

Grenoble.  

Deux mélanges industriels d’essences de bois feuillus et résineux 

caractéristiques ont été étudiés ainsi que deux températures d’extraction : 150°C et 

170°C. Elles ont été choisies car elles se situent dans l’intervalle de températures le 

plus fréquemment utilisé au niveau industriel pour l’autohydrolyse des copeaux de 

bois en amont d’un procédé de mise en pâte kraft. Lors d’une autohydrolyse une 

grande partie des hémicelluloses du bois (jusqu’à 80%) est solubilisée sous forme 

d’oligosaccharides et de monosaccharides, mais aussi des fragments de lignine, 

solubles et insolubles, et une très faible part de cellulose dans des conditions très 

sévères. Cette liqueur sucrée de bois, contient également des produits de 

dégradation toxiques formés par hydrolyse secondaire car le milieu réactionnel est 

naturellement acidifié par les groupes fonctionnels des hémicelluloses. Nous 

souhaitons isoler et caractériser les oligosaccharides contenus dans cette liqueur 

pour être capables par la suite de les valoriser. Autrement dit, tous les autres 

composés présents dans cet autohydrolysat sont considérés comme des impuretés.  

Les principaux objectifs de la thèse sont les suivants : 

i. Etudier l’influence de la sévérité du traitement et de l’essence de bois 

utilisée sur la composition osidique, le degré de substitution, la taille, la 

masse molaire, la structure et la quantité des différents oligomères 

solubilisés, mais également sur la concentration en impuretés ; 

 

ii. Etudier la propension de l’ultrafiltration membranaire, l’hydrolyse 

enzymatique et l’adsorption d’impuretés sur charbon actif des 

hydrolysats de bois, à faciliter le fractionnement des mélanges 

d’oligosaccharides ainsi purifiés par chromatographie d’exclusion 

stérique et leur caractérisation. 
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Pour ce faire, plusieurs étapes de purification sont nécessaires à l’analyse des 

oligomères d’hémicelluloses. En premier lieu sera présenté l’étude de la filtration 

membranaire à cinq différents seuils de coupure. Le deuxième chapitre est consacré 

à la détoxification par adsorption au charbon actif des hydrolysats de bois, seule et 

combinée à la filtration membranaire pour l’obtention de mélanges 

d’oligosaccharides purs. Enfin, la troisième partie de cette thèse est dédiée au 

fractionnement des échantillons purifiés obtenus précédemment par 

chromatographie liquide d’exclusion stérique (gel filtration) sur plusieurs systèmes 

conçus à cet effet. Le but étant d’isoler et de séparer définitivement certaines 

molécules bioactives d’intérêt du reste de l’hydrolysat. Une des applications visées 

dans ce projet est la production de prébiotiques à partir du bois : oligosaccharides 

utilisés sélectivement par le microbiote intestinal humain conférant ainsi à l’hôte de 

multiples bienfaits pour la santé.    
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CHAPITRE I 

REVUE DE LITTERATURE  

I.A. BIORAFFINERIE ET BIOMASSE VEGETALE 

Le terme bioraffinerie a été développé par analogie mais également par opposition au 

terme raffinerie qui consiste à la transformation du pétrole en différents produits 

(Kamm, Gruber, et Kamm 2005). La bioraffinerie consiste à déconstruire et 

fractionner la biomasse en ce que l’on peut nommer des bioproduits. La première 

évocation de bioraffinerie est apparu au début des années 1980 (Levy et al. 1981) 

avec l’utilisation de biomasse pour la production de composés organiques et 

carburants liquides, mais son concept a été proprement défini en 1991(Galletti 1991). 

Selon la directive du Parlement et Conseil Européen 2003/30/CE, la biomasse est la 

part biodégradable des produits, déchets et résidus issus de l’agriculture, sylviculture 

et industries liées mais également des déchets industriels et municipaux en général. 

Le terme bioraffinerie englobe plusieurs définitions en une (Bastidas-Oyanedel et 

Schmidt 2019), elle peut désigner une installation ou un groupe d’industries en 

synergie économiquement et environnementalement durables, un concept global ou 

encore la séparation de la biomasse en produits commercialisables. La Figure 1 

montre un éventail des produits commercialisés par une bioraffinerie, en parallèle 

avec ceux issus d’une raffinerie conventionnelle (Bastidas-Oyanedel et Schmidt 

2019). 

De manière générale, la bioraffinerie englobe toutes les industries intégrées 

biosourcées utilisant une variété de technologies destinées à la production de 

biocarburants, de produits chimiques, de biomatériaux (incluant les fibres), d’aliments 

et ingrédients pour l’alimentation animale et d’énergie, à partir de matières premières 

issues de la biomasse végétale. Ces technologies désignent un ensemble de 

procédés : transformation, fractionnement, conversion thermochimique, chimique 

et/ou biochimique, extraction et séparation. On distingue différents types de 

bioraffineries grâce notamment : 

  A la matière première (amidon, cellulose, hémicelluloses, lignine, huiles 

végétales, eau de mer, déchets alimentaires et urbains...) pouvant provenir 

de cultures dédiées (première génération), de déchets ou résidus 

(deuxième génération) ou de microalgues (troisième génération) (Bastidas-

Oyanedel et Schmidt 2019) ; 

 Aux procédés de conversion utilisés allant de pair avec le fonctionnement 

en plateforme (une molécule intermédiaire permet la synthèse de plusieurs 

produits). On pense alors aux plateformes sucres et thermochimiques ; 

 Aux produits finis commercialisés qui peuvent être soit énergétiques soit 

chimiques (brut ou de spécialité), incluant les matériaux. 
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Substituer de manière viable un quelconque produit issu du pétrole grâce à 

l’emploi d’une ressource renouvelable constitue un défi. Avoir simplement recours à 

la transformation de la biomasse est absolument insuffisant, le bilan carbone et 

l’analyse de cycle de vie des biocarburants première génération en est la preuve. 

L’idée de compétition entre cultures dédiées à la production énergétique et cultures 

vivrières constitue une problématique supplémentaire au contexte global de 

production de biocarburant. Des efforts sur la durée sont encore à fournir pour 

réussir à concurrencer économiquement et énergétiquement la pétrochimie dans son 

ensemble et la remplacer progressivement par ce que l’on nomme couramment une 

« chimie verte » employée dans le cadre d’une bioraffinerie. L’agence internationale 

de l’énergie (IEA) a déclaré en 2019 que la complexité du concept de bioraffinerie 

induit la nécessité de transparence, de données scientifiques et quantifiables à 

l’égard des aspects économiques, techniques et technologiques, et écologiques pour 

l’évaluation de toute entreprise souhaitant s’inscrire dans cette dynamique de 

développement durable (Lindorfer et al. 2019).  

On a longtemps distingué deux grandes catégories de bioraffineries, dites 

thermochimiques ou biochimiques (Kamm, Gruber, et Kamm 2005), parmi lesquelles 

la source de la matière première peut encore créer une distinction. Dans cette partie 

nous nous concentrerons sur la description de la bioraffinerie du bois. Un troisième 

type de bioraffinerie sera ensuite présenté dans cette sous-partie, nommé 

bioraffinerie intégrée à la production de fibres cellulosiques ou plus simplement 

bioraffinerie papetière. Elle caractérise, seulement en partie, l’origine du concept de 

bioraffinerie puisque les papetiers ont d’une certaine façon été les premiers à 

exploiter et déstructurer la biomasse végétale qu’est le bois pour en faire commerce 

et produire de la chaleur souvent réinjectée sous forme d’électricité dans le réseau. 

Nous verrons rapidement quels procédés historiques et récents permettent la 

production de pâte de bois et pour quelles applications afin de comprendre en quoi 

une usine de pâte constitue une bioraffinerie, et en quoi elle se situe au cœur de ce 

projet pour la valorisation des hémicelluloses du bois. 

FIGURE 1 ENSEMBLE DES PRODUITS COMMERCIALISABLES ISSUS D’UNE RAFFINERIE CONVENTIONNELLE ET D’UNE BIORAFFINERIE 

(BASTIDAS-OYANEDEL ET SCHMIDT 2019) 
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I.A.1. PLATEFORME THERMOCHIMIQUE 

Les bioraffineries identifiables à des plateformes thermochimiques sont basées 

sur trois principaux intermédiaires de réaction (composés plateforme) grâce à trois 

procédés de transformation principaux : le biochar et le syngaz provenant des phases 

solides et gazeuses de la gazéification et la torréfaction de la biomasse et la biohuile 

formée par pyrolyse de la biomasse. L’obtention de tout ou partie d’un ou plusieurs 

produits (charbon, gaz ou huile) dépend simplement des conditions de pression, de 

temps de résidence et de température appliquées lors de la décomposition 

thermique en absence ou présence d’oxygène des composés carbonés de la 

biomasse, ce sont aussi ces paramètres qui différencient la pyrolyse de la 

torréfaction, elles-mêmes de la gazéification cf. Figure 2 (Déglise 1982). 

 

FIGURE 2 PROCEDES ET LEURS CONDITIONS AINSI QUE LES PRODUITS DE REACTION OBTENUS DANS UNE PLATEFORME THERMOCHIMIQUE 

A PARTIR DU BOIS (DEGLISE 1982) 
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Ces procédés sont considérés comme un vecteur de densification de la 

biomasse et donc de concentration de son potentiel énergétique. Bien qu’utilisée 

depuis la préhistoire, la pyrolyse a connu récemment de nouveaux développements 

pour répondre aux questions posées par la fin de l’ère pétrolière. De nombreux 

projets à l’échelle pilote et industrielle pour différentes applications, en particulier 

dans l’énergie ont vu le jour (D. Meier et al. 2013). Il semble donc que cette branche 

de la bioraffinerie soit plutôt destinée à la production d’énergie sous forme 

d’hydrocarbures (combustibles liquides), de biocarburants (hydrogène, méthane) ou 

de chaleur (électricité), bien qu’elle puisse aussi servir à la synthèse de composés 

organiques de type terpénique, phénolique, acide, alcoolique (méthanol, éthanol) 

mais aussi de supports catalytiques, de matériaux poreux ou encore d’amendement 

biosourcé du sol (goudrons, bitumes), Figure 2. C’est dans cette dernière voie que 

l’entreprise Soprema, un des principaux producteurs mondiaux de bitume, a décidé 

de lancer un programme de recherche en lien avec le « Projet La Tuque » imaginé en 

2009 visant à valoriser l’utilisation des résidus de coupe forestière, pour répondre aux 

enjeux sociaux, économiques et environnementaux du Québec. L’objectif est à terme 

de substituer à plus de 50% les bitumes par de la biohuile pyrolytique. 

Plusieurs voies d’intégration à une raffinerie conventionnelle sont déjà utilisées 

à l’échelle industrielle, notamment grâce à une co-tranformation (co-processing) de 

fractions pétrolières avec des produits dérivés de la biomasse. Deux technologies 

sont privilégiées pour intégrer des bioproduits issus de transformations dites 

thermochimiques : le craquage catalytique fluide et l’hydrocraquage (Bezergianni et 

al. 2018), (Baldwin 2019). 

I.A.2. PLATEFORME BIOCHIMIQUE 

Les plateformes biochimiques visent principalement à hydrolyser les 

polysaccharides contenus dans la biomasse végétale et les extraire en les séparant 

de ses autres composants via des procédés différents de ceux utilisés dans les 

plateformes thermochimiques, afin de produire soit des biocarburants soit des 

produits chimiques biosourcés (incluant les biomatériaux), selon un rapport de la 

Commission Européenne (Taylor et al. 2015). Les molécules intermédiaires le plus 

souvent valorisées en tant que molécule plateforme dans ce cadre sont des 

saccharides, mais aussi des produits dérivés de la lignine lorsque le produit de 

départ est du bois, car c’est dans ce type de biomasse qu’elle est présente en plus 

grande quantité. Même si la lignine joue un rôle parfois déterminant et critique dans 

la transformation de la biomasse lignocellulosique (Yoo et al. 2020), un regain 

d’intérêt au niveau mondial est observé en ce qui concerne sa valorisation et 

notamment sa dépolymérisation par voie enzymatique (Abdelaziz et al. 2016). De 

nombreuses études ont été publiées pour la valorisation de la lignine sous forme de 

biopolymères et biocomposites  (Naseem et al. 2016), de produits pharmaceutiques 

grâce à ses propriétés antioxydantes et son effet antiviral (Vinardell et Mitjans 2017), 

mais également pour beaucoup d’autres applications (Eraghi Kazzaz et Fatehi 2020; 

Yu et Kim 2020). On parle aujourd’hui de plateforme liqueur noire, ce concept 

s’inscrivant dans le contexte d’une bioraffinerie papetière, il sera développé plus loin 

(Lindorfer et al. 2019). 
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En ce qui concerne la valorisation des sucres, on peut faire la distinction entre 

les monosaccharides en C5 et en C6 (cinq et six carbones), par exemple 

respectivement le xylose, qui provient des hémicelluloses, et le glucose qui provient à 

la fois des hémicelluloses et de la cellulose (en majorité). La fermentation bactérienne 

des sucres en C5 et en C6, celle des C6 étant plus efficace, est utilisée pour la 

production de bioéthanol, et ce à l’échelle industrielle dans le monde entier aussi 

bien en première qu’en seconde génération depuis les années 2010. Les sucres en 

C5 permettent notamment la synthèse chimique et non biologique de biocarburants 

type diméthyléther (DME) (Bastidas-Oyanedel et Schmidt 2019). La Figure 3 décrit 

l’ensemble des produits obtenus par fermentation bactérienne des sucres en C5 et 

en C6. Dans ce contexte, l’exploitation de la biomasse lignocellulosique (résidus 

forestiers notamment) pour la production de biocarburants jusqu’alors produits à 

partir de maïs, betterave sucrière, bagasse, paille de blé etc, a fait l’objet de 

nombreuses études donnant parfois lieu à des installations pilotes et industrielles ces 

dernières années.  

Cette idée est venue dans un second temps car les prétraitements pour 

déconstruire et hydrolyser la biomasse lignocellulosique telle que le bois sont plus 

demandeurs en énergie et plus complexes du fait de sa morphologie et de sa 

structure physico-chimique (Bastidas-Oyanedel et Schmidt 2019). Ils peuvent donc 

nécessiter l’emploi de cocktails enzymatiques spécifiques et coûteux (Jørgensen, 

Kristensen, et Felby 2007; Saha 2003; M. J. Taherzadeh et Karimi 2007). Pour 

FIGURE 3 ENSEMBLE DES PRODUITS OBTENUS PAR FERMENTATION DES SACCHARIDES CONTENUS DANS LA BIOMASSE (KAMM, 

GRUBER, ET KAMM 2005) 
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preuve, une des premières usines de production de bioéthanol deuxième génération 

construite en Finlande et devenue opérationnelle en 2008 part de déchets 

agroalimentaires (amidon). En comparaison, il faut attendre l’année 2017 pour que 

cette même compagnie mette au point une installation destinée également à la 

production d’éthanol seconde génération mais cette fois-ci à partir de sciure de bois 

(déchets lignocellulosiques). 

La matière première utilisée conditionne donc le procédé de conversion de la 

biomasse et par conséquent les bioproduits commercialisés ainsi que le type de 

molécules plateforme (intermédiaires). Certains acides organiques (succinique, 

fumarique, malique, levulinique...), polyols (glycérol, xylitol, sorbitol...), le furfural et les 

composés furaniques, ou encore le saccharose, le sucrose et le glucose sont parmi 

les molécules plateforme les plus utilisées en bioraffinerie de type biochimique 

(Werpy et Petersen 2004). Par exemple, l’entreprise française Roquette qui utilise de 

l’amidon est connue pour la production de polyols (utilisés pour la production de 

vitamine C, de produits d’hygiène buccodentaire et nutriments animal), de 

maltodextrines (nutrition humaine), d’additifs cationiques pour l’industrie papetière, 

de biopolymères... Les déchets alimentaires et urbains quant à eux sont 

habituellement transformés en biogaz par digestion anaérobie ou bien utilisés pour 

du compostage industriel. Depuis peu, une nouvelle catégorie de plateforme utilisant 

ce type d’entrant, pouvant être identifiée à une plateforme de conversion 

biochimique, synthétise de l’acide lactique et s’en sert comme molécule intermédiaire 

(Abdel-Rahman, Tashiro, et Sonomoto 2013).  Il existe aujourd’hui de multiples 

schémas possibles et imaginables de transformation de la biomasse végétale, que 

l’on ne peut réduire à quelques catégories, comme en témoigne la Figure 4  (Kamm, 

Gruber, et Kamm 2005; Werpy et Petersen 2004). 

FIGURE 4 SCHEMA DE PRINCIPE D'UNE BIORAFFINERIE 
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I.A.3. BIORAFFINERIE INTEGREE A LA PRODUCTION DE FIBRES CELLULOSIQUES 

I.A.3.a. FILIERE PAPETIERE : UNE BIORAFFINERIE INCOMPLETE  

Les premières découvertes emblématiques concernant le fractionnement du 

bois ont lieu dans le milieu du XIXème siècle. H. Braconnot découvre d’abord son 

hydrolyse par l’acide sulfurique concentré, en glucose (1819), que l’on peut nommer 

saccharification du bois, puis plus tard c’est en 1839 que A. Payen découvre la 

transformation alcaline du bois en pâte cellulosique grâce à l’emploi d’une solution de 

soude. Le tout premier procédé de transformation du bois en pâte à papier est 

breveté en 1863 par l’américain B. C. Tilgham et utilise l’ion bisulfite (HSO3
-) pour une 

désintégration en milieu acide. C’est ce procédé appelé « cuisson au bisulfite » qui 

s’impose dans un premier temps pour la transformation du bois à l’échelle industrielle 

et planétaire et qui est toujours utilisé aujourd’hui. Le procédé kraft, qui par 

opposition à la cuisson bisulfite consiste à la délignification du bois en milieu alcalin, 

emploie de la soude (NaOH) et du sulfure de sodium (Na2S). Le procédé kraft étant 

un procédé propre car ne consomme ni énergie (produite de manière excédentaire) 

ni produits chimiques externes (recyclés dans le procédé), il s’est assez rapidement 

imposé comme procédé majoritaire de transformation du bois en pâte de cellulose. 

Historiquement donc c’est le procédé bisulfite qui a été industrialisé le premier mais 

aujourd’hui et au niveau mondial, 95% de la pâte de cellulose est produite par le 

procédé kraft et destiné à la production de papier. Les usines de production de pâte 

de bois ont donc été les premières à fonctionner comme des bioraffineries mais de 

manière incomplète, effectivement les hémicelluloses ainsi que la lignine sont 

solubilisées dans les effluents, et principalement dans la liqueur noire. 

Il a fallu attendre 1940, pour commencer à réfléchir à une autre façon 

d’exploiter la biomasse bois, et valoriser non seulement la cellulose, mais aussi la 

lignine et les hémicelluloses sous forme de coproduits qui représentent à elles seules 

plus de 60% en masse sèche et terminent solubilisées dans les effluents du procédé 

papetier. Nous en sommes donc à ce stade à l’origine même de ce que l’on appelle 

une bioraffinerie intégrée, qui considère la biomasse bois dans son ensemble, (y 

compris l’écorce et les extractibles) afin d’en valoriser la totalité. On peut mentionner 

la naissance d’un procédé d’extraction des hémicelluloses durant cette période, 

nommé autohydrolyse ou préhydrolyse kraft. Ce procédé, central pour la présente 

étude, est encore aujourd’hui le seul moyen d’extraire les hémicelluloses en amont 

du procédé kraft de façon industrielle (Sixta 2006a; 2006b). C’est dans les années 

1960, que de nombreux projets et études ont vu le jour pour donner lieu à de 

nouveaux procédés et de nouvelles méthodes d’extraction, de déconstruction du 

bois et de valorisation sous forme d’un très large spectre de produits chimiques, 

autres que la pâte à papier, toutefois sans déboucher sur une échelle de production 

industrielle (T.E. Timell 1961; Stamm 1964; Brink et Pohlmann 1972; Oshima 1965).  
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Aujourd’hui la liqueur noire, principale effluent contenant la lignine et les 

hémicelluloses dégradées, est en majorité évaporée, concentrée puis brûlée afin de 

produire l’énergie nécessaire à l’autonomie des usines de pâtes. L’énergie 

excédentaire est souvent revendue sous forme d’électricité au réseau. La combustion 

de la liqueur noire dans le procédé kraft est assez utilisée pour la production 

d’énergie (Bajpai 2018) et a été largement étudiée (Fakhrai 2002), (Maček 1999), 

(Mullen 1989). D’autres voies de valorisation de cette liqueur sont réalisées à échelle 

industrielle, notamment pour la production de vanilline. On a déjà réfléchi à une autre 

façon de produire de l’énergie à partir de la liqueur noire issue du procédé kraft que 

la combustion classique : la gazéification (Tran et Reeve 1988; Ahlroth et Svedberg 1998; 

Warnquist et al. 1992). Un pilote suédois, Piteå BioDME, est opérationnel depuis 2010 

pour la synthèse de méthanol et sa déshydratation en diméthyléther (dont l’emploi 

est assez connu pour la production de caoutchouc) en partenariat avec Volvo et 

Chemrec. La liqueur noire peut également être utilisée pour la récupération 

d’hémicelluloses et la production de lignosulfonates une fois séparés (LUNDQVIST et 

al. 2009; Mendes et al. 2009) , il s’agit d’une voie plus difficile de valorisation des 

hémicelluloses qui de surcroît sont dégradées. 

La diversification touche également l’application liée à la cellulose, de plus en 

plus de projets concernent les pâtes à dissoudre (environ 5% du tonnage de 

cellulose produit mondialement). Le reste de la cellulose est valorisée sous forme de 

pâte à dissoudre pour la production d’éthers et d’acétate de cellulose, de cellulose 

régénérée, nitrocellulose, cellulose microcristalline, viscose et lyocell (textile). Le 

secteur papetier français entreprend une profonde mutation (Clément, Bordes, et 

Lachenal 2010) du fait de restructurations et diversifications industrielles, ces 

évolutions stratégiques constituent une véritable opportunité pour le développement 

d’une « chimie verte ».  

Quelle place pour les hémicelluloses du bois ? Qu’en est-il des avancés 

concernant leur valorisation dans le cadre d’une bioraffinerie papetière ? 

I.A.3.b. LE CONTEXTE DU PROJET : EXTRACTION DES HEMICELLULOSES DU BOIS EN 

AMONT DU PROCEDE PAPETIER 

Dans un contexte de mise en pâte classique, les hémicelluloses sont 

dégradées par le procédé kraft qui est alcalin (pH compris entre 13 et 14), de deux 

façons. La première nommée peeling qui commence à 70°C et vient cliver le 

monomère se trouvant à l’extrémité réductrice des chaines de polysaccharides, puis 

à plus haute température c’est-à-dire au-dessus de 140°C, une hydrolyse alcaline 

vient aléatoirement couper le polysaccharide. Ces réactions sont plus à même de 

dégrader les hémicelluloses en comparaison à la cellulose du fait de leur petite taille 

et leur accessibilité, et en particulier les glucomannanes en comparaison aux xylanes. 

Ces derniers sont « protégés » par leurs groupements acides. On comprend donc 

l’intérêt d’extraire les hémicelluloses en amont du procédé kraft afin d’en préserver la 

structure chimique et les propriétés biologiques.  
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Comme on peut le voir sur la Figure 5 (U.S. Department of Energy 2005), parmi 

les objectifs de développement et d’amélioration des bioraffineries papetières 

aujourd’hui figure la mise en place de nouveaux procédés pour l’extraction des 

hémicelluloses. Le procédé étudié en conséquence dans le contexte de ce projet est 

l’autohydrolyse (dont la réaction sera détaillée plus bas), étape située en amont de la 

cuisson kraft. Plusieurs thèses ont été menées au laboratoire (LGP2), afin de 

comprendre en quoi cette étape peut modifier la composition chimique et la structure 

du bois préhydrolysé, et donc faciliter la cuisson kraft et le blanchiment (Sanglard 

2013; Boiron 2012). Il a été montré que l’ajout d’une préhydrolyse kraft dépolymérise 

en partie la lignine contenue dans le bois (Curmi 2018) en plus d’extraire une grande 

partie des hémicellulsoses, et rend donc le procédé de cuisson et de blanchiment en 

aval plus efficace (Vila et al. 2012; Curmi 2018; Monot 2015).  

Cependant, à haute température (170°C) l’autohydrolyse peut engendrer une 

condensation de la lignine. Il a également été montré que la dégradation de la 

cellulose due à une étape de préhydrolyse existe et ne peut être négligée. En effet la 

préhydrolyse peut retirer jusqu’à 8% de cellulose des copeaux de bois et la 

dépolymériser (Monot 2015), et engendrer de surcroît une plus grande 

dépolymérisation de la cellulose lors de la cuisson kraft et une baisse de rendement. 

Il convient donc de considérer l’impact de la préhydrolyse sur le procédé dans son 

ensemble.  

Par ailleurs d’un point de vue financier et énergétique, l’ajout d’une telle étape 

d’extraction et de conversion des hémicelluloses du bois dans le procédé kraft est 

compensé par la diminution de la demande en vapeur lors de la cuisson et permet 

donc de satisfaire l’énergie nécessaire à cette étape (Marinova et al. 2009). Il semble 

que la diversification vers une application plutôt de type pâte à dissoudre (cellulose 

régénérée, textile, acétate de cellulose) convienne mieux à l’ajout d’une étape 

d’autohydrolyse au vu des propriétés mécaniques désirées et du niveau de pureté en 

cellulose pour ce type d’application (H. Li et al. 2010). Dans l’ensemble, cette voie de 

valorisation des hémicelluloses permettrait la commercialisation de produits à haute 

valeur ajoutée en plus de l’application visée par la production de cellulose. Cette 

étape vient en tout cas améliorer une bioraffinerie papetière kraft classique dans les 

sens économique et environnemental. Une étude a récemment prouvé que la 

coproduction de xylo-oligosaccharides, de sucres fermentescibles et de 

lignosulfonates à partir de bois feuillus était rendue possible via une autohydrolyse 

(C. Huang et al. 2016). Il semble donc assez pertinent d’explorer cette voie pour la 

valorisation des hémicelluloses dans le cadre d’une bioraffinerie papetière. 

FIGURE 5 PRINCIPAUX OBJECTIFS DE DEVELOPPEMENT DURABLE APPLIQUES AUX INDUSTRIES DU BOIS DEFINIS DANS LE « BIOMASS 

PROGRAM » DU DEPARTEMENT DE L’ENERGIE DES ETATS UNIS D’AMERIQUE (U.S. DEPARTMENT OF ENERGY 2005) 
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QUELLES APPLICATIONS POUR LES HEMICELLULOSES DU BOIS ? 

De nombreuses applications sont possibles en partant des hémicelluloses du 

bois, comme le montre le schéma de la Figure 6 (Marinova et al. 2009). Aujourd’hui 

de manière industrielle, l’application principale des hémicelluloses contenues dans le 

bois est la synthèse de polyols par hydrogénation des monomères de sucres. Par 

exemple un des plus connus est le xylitol obtenu par hydrogénation du D-xylose dont 

la production industrielle à partir du bois a commencé en Finlande en 1975 (Dupont 

Danisco) pour ensuite s’étendre aux USA comme additif dans l’agroalimentaire 

(produits sans sucres). Il peut être produit à partir de résidus végétaux comme le bois 

de bouleau mais aussi la canne à sucre, ou encore à partir de liqueur acide 

récupérée après cuisson au bisulfite (usine de Lenzing). Une autre application 

connue des hémicelluloses passe par la synthèse du furfural  (Baktash, Ahsan, et Ni 

2015), grâce à la préhydrolyse kraft du bois. Le furfural obtenu par hydrolyse acide 

du D-xylose est une molécule plateforme dans la chaine de valeur de production de 

polymères, de furanes et tétrahydrofuranes, de composés aromatiques pour 

l’agroalimentaire. Le furfural et ses dérivés peuvent également être utilisés comme 

solvant en pétrochimie pour la séparation d’hydrocarbures, ou encore pour la 

synthèse de certains médicaments, bioplastiques, biocarburants pour le transport... 

Ces applications sont connues de longue date (Bruins 1930; Eseyin et Steele 2015). 

En partant de biomasse lignocellulosique, ce composé est exclusivement synthétisé 

par déshydratation (Eseyin et Steele 2015), des pentoses des hémicelluloses et dans 

ce cadre, sa production ne contraint pas à la construction de nouvelles installations 

industrielles. Il s’agit d’une des alternatives à la pétrochimie déjà en place 

aujourd’hui, c’est pourquoi la production de furfural à partir d’hémicelluloses est 

devenu un intérêt mondial dans la communauté scientifique et l’industrie chimique 

(da Costa Lopes, Morais, et Łukasik 2017). 

FIGURE 6 APPLICATIONS POSSIBLES PAR MODIFICATION DES HEMICELLULOSES (MARINOVA 

ET AL. 2009) 



 

 

2
8

 
 Les hémicelluloses peuvent être utilisés dans le secteur de l’agroalimentaire 

en tant que biomatériaux comme des packagings alimentaires biosourcés (Kisonen et 

al. 2015), films barrières à l’oxygène (Oinonen et al. 2016), ou encore comme 

aérogels aux propriétés isolantes (Mikkonen et Tenkanen 2012). Les 

galactoglucomannanes servent également de renfort mécanique à la production de 

gels de nanofibres de cellulose (Prakobna et al. 2015) et de pâte à papier (Han et al. 

2012), ou encore comme agent de fonctionnalisation dans l’industrie textile (Šauperl 

et al. 2016). De manière générale, un intérêt grandissant pour ces 

hétéropolysaccharides aux applications multiples est observé depuis une dizaine 

d’années, permettant dans une certaine mesure de substituer certains produits 

pétrosourcés dans les domaines de l’alimentation, la santé, les cosmétiques, les 

produits pharmaceutiques, les plastiques et produits chimiques (Peng et al. 2012; 

Moure et al. 2006; Persin et al. 2011; Lehtonen et al. 2016; Silva et al. 2012).Plusieurs 

thèses ont été menées au LGP2 pour étudier divers applications aux hémicelluloses 

solubles extraites par autohydrolyse comme le bioéthanol (Boucher, Chirat, et 

Lachenal 2014), les polyxylosides d’alkyle qui sont des surfactants biosourcés 

(Sanglard 2013) ou encore les prébiotiques (Deloule 2017).  

La production de prébiotiques à partir du bois constitue une des applications 

visées pour ce projet de thèse. Les prébiotiques sont définis comme des nutriments 

non digestibles spécifiques fermentés de manière sélective par le microbiote 

intestinal, permettant ainsi sa modulation (Gibson et Roberfroid 1995). Le 

développement ainsi induit de bactéries bénéfiques va souvent de pair avec la 

production croissante des acides gras à chaîne courte essentiels pour le corps 

humain ou encore la meilleure assimilation de certains minéraux. Les bénéfices pour 

la santé de l’hôte sont multiples : prévention du cancer (Sanders et al. 2013), 

régulation du métabolisme des lipides, suppression de pathogènes, réduction de 

certaines inflammations et enfin de manière générale stimulation du système 

immunitaire (Cavaglieri et al. 2003). Les prébiotiques reconnus officiellement et 

commercialisés en tant que tels aujourd’hui sont les fructo-oligosaccharides 

(mélange de DP inférieurs à 10) et l’inuline (polymère de fructose de DP 2 à 60 et 12 

en moyenne) (Roberfroid 2007). L’influence de degré de polymérisation sur l’effet 

prébiotique fait débat (Roberfroid 2007; Hopkins, Cummings, et Macfarlane 1998) et 

dépend surtout des bactéries concernées. On comprend aisément la place de 

potentiels prébiotiques qu’occupe les oligosaccharides d’hémicelluloses issus du 

bois, notamment les oligomères solubles et insolubles obtenus par autohydrolyse 

avec un DP compris entre 2 et 30. Les xylo-oligosaccharides d’Eucalyptus Globulus 

(Gullón et al. 2014) et les galactoglucomannaes extraits de Picea abies (Polari et al. 

2012) ont montré des résultats très prometteurs, mais les propriétés prébiotiques des 

oligosaccharides du bois restent à prouver grâce notamment à des études plus 

exhaustives et tests microbiologiques in vitro, in vivo et enfin des essais cliniques.   

 Il est essentiel de connaître les caractéristiques physico-chimiques des 

hémicelluloses du bois, leurs liens avec les autres composants du bois et leur rôle au 

sein d’une telle structure pour comprendre comment les extraire et en exploiter les 

multiples propriétés. 
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I.B. LE BOIS 

I.B.1. CHIMIE ET STRUCTURE 

Le bois offre une diversité moléculaire et structurelle unique. On peut diviser 

les essences d’arbres en deux grandes catégories : les résineux faisant référence 

aux conifères majoritairement répandus comme le pin, le sapin, l’épicéa, le thuya, le 

cèdre... et les feuillus regroupant notamment le bouleau, le hêtre, le châtaignier, le 

peuplier, le noisetier... Certaines espèces comme le Ginkgo biloba peuvent parfois 

porter à confusion car bien que classée dans la famille des conifères, ses feuilles 

changent de couleur avec les saisons et son système reproductif est différent de 

celui des conifères.  

Le bois est constitué de polysaccharides (60 à 70%) eux-mêmes fait de 

monosaccharides liés de manière covalente entre eux. Sur la Figure 7 est 

représentée la majeure partie des monomères de sucres qui composent les 

polymères du bois. Le carbone noté 1 d’un monosaccharide, sur la Figure 8 (a), est 

dit anomérique et correspond au carbone sur lequel le cycle se referme lors de sa 

formation et qui est lié par éthérification. Lorsque l’attaque se fait par l’oxygène de 

FIGURE 7 MONOSACCHARIDES QUI COMPOSENT LES POLYSACCHARIDES DU BOIS (FENGEL ET WEGENER 1984) 
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l’alcool primaire du carbone 4, le cycle résultant est dit furanique, et lorsqu’elle 

provient du carbone 5 le cycle formé sera dit pyranique (noté f ou p Figure 7). Ces 

deux formes sont des isomères de position des aldoses primaires. Les positions des 

groupes hydroxyles anomères notées α (axiale) et β (équatoriale) proviennent du fait 

que l’attaque peut se faire de chaque côté du plan de l’aldéhyde. La forme 

prédominante d’un monosaccharide en solution dans la nature, à l’exception de 

l’arabinose, est une conformation chaise, Figure 8 (a), pyranique avec un hydroxyle 

anomère en β. Il s’agit de la forme la plus stable (Stevanović and Perrin 2009). 

Ces polysaccharides sont de différentes natures chimiques et structurelles 

que l’on peut une fois encore distinguer en deux familles. La cellulose, 

homopolysaccharide (car constitué d’un monomère de sucre unique) dont le DP est 

compris entre 8000 et 15000, représente en moyenne 40% en masse du bois et sa 

structure est formée d’unités anhydroglucose liées entre elles par des liaisons 

glycosidique β-1,4 (représentation Figure 8). Les hémicelluloses, 

hétéropolysaccharides avec un DP pouvant aller de 50 jusqu’à 300 peuvent 

constituer jusqu’à 30% du bois. Leurs structures et leurs compositions chimiques 

complexes sont détaillées dans la partie suivante. Ces polymères sont liés entre eux 

par des liaisons hydrogènes intra et inter moléculaires (Figure 8) pour former des 

microfibrilles (vert), cf. Figure 9 (Scheller et Ulvskov 2010).  

 Ces microfibrilles constituent les trois strates de la paroi secondaire des 

cellules du bois, Figure 11 (b). Lorsque les chaines de cellulose sont arrangées de 

manière ordonnée dans l’espace, les microfibrilles alors formées par un « faisceau de 

chaines de cellulose » (cf. Figure 11) seront cristallines et auront une grande 

résistance mécanique. Un faisceau de microfibrilles forment une fibrille de cellulose, 

FIGURE 8 LA CELLULOSE : STRUCTURE STEREOCHIMIQUE (A), ABREVIEE (B), LA PERSPECTIVE DE HAWORTH (C), 

REPRESENTATION DE CRAM (D), REPRESENTATION DES LIAISONS HYDROGENE EN POINTILLES ENTRE CHAINE (GULLICHSEN, 

PAULAPURO, AND STENIUS 2000) 
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dont la structure et la composition chimique est illustrée Figure 11. Par opposition 

aux parties cristallines, une petite partie de la cellulose est dite amorphe lorsque l’on 

n’observe pas d’organisation parallèle entre ces microfibrilles. A l’image des 

hémicelluloses du bois, qui sont amorphes et donc très réactives car accessibles, 

c’est cette petite partie de la cellulose qui subira le plus de dégât lors d’une 

autohydrolyse par exemple. A ne pas confondre avec ce l’on nomme l’amidon de 

bois, élément non structurel du bois, composé d’amylose et d’amylopectine (Fengel 

et Wegener 1984). 

On observe sur cette Figure 9 une deuxième catégorie 

d’hétéropolysaccharides nommée pectine (en bleu). Également liés entre eux de 

manière covalente et à la cellulose par des liaisons hydrogène ils contribuent ainsi au 

maintien structurel des cellules du bois. Parfois on confond pectines et 

hémicelluloses, même si contrairement aux hémicelluloses les pectines ne sont pas 

composées d’un squelette classique en β-1,4. Ces pectines sont souvent décrites 

comme appartenant majoritairement à la paroi primaire, mais elles apparaissent 

également dans la paroi secondaire des cellules de bois. Dans cette paroi primaire se 

trouve également en moyenne 50% de lignine, sa teneur en hémicelluloses et en 

cellulose varie fortement en fonction de l’essence de bois. 

La Figure 9 est un zoom de la paroi primaire (notée P) et de la lamelle moyenne 

(ML pour middle lamella) d’une cellule de bois, représenté en entier sur la Figure 11 

(b). La lignine en jaune, en est le principal constituant (à hauteur de 70%) et joue le 

rôle de ciment entre les fibres de cellulose. La majeure partie de la lignine se situe à 

l’intérieur de la paroi des fibres et les maintient collées entre elles. Elle est composée 

de trois principales unités monomériques, l’alcool sinapylique (présent en grande 

partie chez les bois feuillus), l’alcool conyférilique (plutôt présent dans les résineux) 

et l’alcool para-coumarylique.  

 

FIGURE 9 SCHEMATISATION DE LA PAROI PRIMAIRE DES CELLULES (SCHELLER ET ULVSKOV 2010) 
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Il s’agit d’un hétéropolymère de haut degré de polymérisation, dont plusieurs 

structures ont déjà été proposées et diffèrent en fonction de l’essence de bois. Ici 

sont simplement présentées les trois types de liaisons impliquées entre les 

monomères de lignine (Gullichsen, Paulapuro, et Stenius 2000), Figure 10, et 

illustrent déjà suffisamment sa complexité. Une partie de la lignine est acétylée et 

présente donc un caractère acide, encore une fois tout dépend de l’essence étudiée.  

 

FIGURE 10 LIAISONS ENTRE LES UNITES MONOMERIQUES DE LA LIGNINE DU BOIS (A) ET ENTRE LES HEMICELLULOSES ET LA LIGNINE 

(B) (GULLICHSEN, PAULAPURO, ET STENIUS 2000) 

(a) (b) 
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Elle peut être liée de manière covalente principalement par des liaisons éther et 

ester (Gullichsen, Paulapuro, et Stenius 2000), par liaison hydrogène ou interaction 

de Van der Waals aux hémicelluloses, et ce dans les bois feuillus comme résineux, cf. 

Figure 10. Les hémicelluloses liés de manière covalente à la lignine sont notamment 

les xylanes chargés d’acides glucuroniques et les hémicelluloses chargées de 

manière générale qui représentent plus de 80% des complexes lignine hydrates de 

carbone dans les bois feuillus (Yongchao Zhang et al. 2019). La plupart des liaisons 

avec la lignine se fait à partir du carbone d’un arabinose, xylose, acide 

méthylglucuronique ou galactose. Il faut savoir que ces liaisons sont susceptibles 

d’être clivées lors d’une autohydrolyse et par cette voie permettre de solubiliser une 

partie de la lignine dans la liqueur. 

Les terpènes, très odorants, et les acides gras qui constituent la résine, les 

tanins (dont les flavonoïdes), les phénols, les alcaloïdes, les acides aminés qui 

composent les protéines et autres composés aromatiques font partie du bois et sont 

classés sous le nom d’extraits ou extractibles, qui comptent pour au maximum 6% de 

la masse du bois. Leur nom vient du fait qu’ils sont facilement extraits avec de l’eau, 

une solution alcaline ou des solvants organiques (Sixta 2006b). Les composés 

inorganiques trouvés dans le bois jouent un rôle majeur pour certains, lors de leur 

croissance mais également concernant la fertilisation des sols d’où ils prennent 

racine. Il s’agit majoritairement d’oxydes et de sels métalliques, comprenant le 

calcium, le magnésium, le potassium, le sodium, le fer, l’alumine et le manganèse. Ils 

représentent à eux seuls environ 2% du bois (Gullichsen, Paulapuro, et Stenius 2000; 

Sixta 2006b).  
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Pour résumer, le bois est constitué de trois polymères principaux : 

 La cellulose, homopolysaccharide linéaire très long composé d’unités 

glucose, majoritairement cristalline  

 Les hémicelluloses, hétéropolysaccharides de plus petite taille que la 

cellulose, ramifiés et/ou réticulés, amorphes pouvant être divisées en 

plusieurs familles 

 La lignine, hétéropolymère composé d’unités phénylpropane 

tridimensionnel dont la structure n’est encore pas complètement 

déterminée à ce jour  

Ils sont étroitement liés à la fois par des liaisons covalentes et non covalentes, et 

sont répartis différemment dans les parois des cellules (fibres) de bois, assurant le 

maintien mécanique des arbres et le transport de la sève. Leur structure, leur 

proportion (Tableau 1) et leur composition chimique (exceptée la cellulose) varient 

grandement avec l’essence du bois mais aussi son environnement de vie. Un schéma 

récapitulatif illustre un zoom partant du bois aux cellules de bois (dont la coupe est 

détaillée en (b) Figure 11), puis aux microfibrilles qui les composent, et enfin à la 

composition et la structure chimique d’une fibrille, Figure 11. 

TABLEAU 1 COMPOSITION EN MASSE SECHE DES DIFFERENTS CONSTITUANTS DU BOIS (EERO SJÖSTRÖM 1993) 

 Cellulose Glucomannanes Xylanes Hétéropolysaccharides Lignine 

Feuillus 38 - 51 1 - 4 14 - 30 2 - 4 21 - 31 

Résineux 33 - 42 14 - 20 5 - 11 3 - 9 27 - 32 

FIGURE 11 SCHEMATISATION DE LA STRUCTURE HIERARCHIQUE DU BOIS (A) (SIXTA 2006B) ET COUPE D'UNE 

CELLULE DE BOIS (B) (EERO SJÖSTRÖM 1993) 

(a) 

(b) 
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I.B.2. LES HEMICELLULOSES  

Les hémicelluloses du bois font l’objet central de cette étude, c’est pourquoi 

dans cette section est approfondie une partie des connaissances les concernant. Il 

existe plusieurs unités monomériques de sucre (pentoses, hexoses, acides 

uroniques, présentées en Figure 7 de la section précédente), plusieurs types de 

liaisons osidiques, et les chaines d’hémicelluloses ne sont pas linéaires comme celles 

de la cellulose mais ramifiées et parfois même réticulées.  

Leur caractérisation est encore d’actualité, tout comme la lignine, il est encore 

aujourd’hui présomptueux de prétendre connaître l’ensemble des structures 

complexes qui caractérise cette famille de polysaccharides. Avant toute chose il est 

nécessaire de faire la distinction entre pectines et hémicelluloses, souvent désignées 

dans un même ensemble d’hétéropolysaccharides. Pourtant il semble bien qu’ils 

diffèrent grandement de par leur structure et leur rôle biologique au sein du bois et 

des plantes en général (Scheller et Ulvskov 2010). On les trouve à la fois dans la 

paroi primaire (pectines) et secondaire (hémicelluloses) des cellules, les 

hémicelluloses et les pectines peuvent être liées entre elles par des liaisons 

covalentes ou non. Ces polysaccharides contribuent au maintien et au renforcement 

des cellules du bois par « attachement » non covalent à la cellulose. Ils protègent 

l’arbre en cas d’attaque pathogène en créant une réponse, certains d’entre eux sont 

même indispensables à la construction et à la croissance des parois secondaires lors 

du mécanisme de la division cellulaire (Scheller et Ulvskov 2010).  

Dans cette section sera présentée une liste non exhaustive à la fois des 

différentes structures d’hémicelluloses et de pectines, car ces deux familles proches 

d’hétéropolysaccharides ne peuvent être décrites l’une sans l’autre. D’autre part, 

elles sont extractibles par autohydrolyse dans des conditions similaires, et chacune 

présente un grand intérêt applicatif pour leur valorisation en tant que produit à haute 

valeur ajoutée dans le cadre d’une bioraffinerie papetière. Les arabinanes, les 

galactanes, les galacturonanes et certaines glucanes (callose et laricinanes) seront 

considérés comme des polysaccharides pectiques, en revanche les mannanes, les 

xylanes et les xyloglucanes sont considérés comme des hémicelluloses.  

I.B.2.a. LES XYLANES  

Les xylanes sont des polysaccharides constitués d’unités β-D-xylopyranose 

liées en β-1,4, il s’agit de la famille d’hémicelluloses prédominante dans les bois 

feuillus, Figure 12 (b). Dans cette essence, elles sont ramifiées toutes les dix unités 

par des acides 4-O-methyl-D-glucuronique liés en α-1,2, parfois (plus rare) d’acide β-

D-galacturonique, et de groupements acétyles en position O-2 ou O-3 (Sixta 2006b). 

Les xylanes de feuillus sont très acétylés et leur degré de polymérisation est d’en 

moyenne 200. Leur degré d’acétylation varie en fonction de l’espèce, entre 40 et 

70% des unités xylose peuvent être acétylés (T. E. Timell 1967) (R. Rowell 2012).  

  



 

 

3
6

 
Chez les bois résineux, les xylanes ne sont pas acétylés (T. E. Timell 1967), 

cependant elles sont ramifiés par des unités arabinose sous forme furanique liées en 

α-1,3 dans un ratio D-Xylp : L-Araf pouvant aller de 5 : 1 à 12 : 1. S’ils ne sont pas 

acétylés il faut noter qu’ils sont plus acides car on compte un groupe 4-O-methyl-D- 

glucuronique tous les 5 à 6 unités xylose environ. Dans ce type d’essence, les 

xylanes ont un DP moyen de 100 et comptent pour environ 7 à 10% en masse du 

bois.  

Une attention particulière est portée à la structure des bouts de chaine de 

xylanes dans les bois feuillus. En particulier chez les bois d’eucalyptus (Evtuguin et al. 

2003) et le bois de bouleau (Johansson et Samuelson 1977). On observe Figure 13, 

que les extrémités sont constituées d’une unité rhamnopyranose liée en α-1,3, elle-

même liée en α-1,2 à un acide D-galacturonique. Le bout de chaine se termine 

ensuite par une unité D-Xylp en β-1,4. On observe également ce type de 

terminaisons chez certains conifères comme l’épicéa (Andersson et al. 1983). La 

structure proposée par Evtuguin est présentée Figure 13. 

  

FIGURE 12 XYLANES DE RESINEUX (A) ET DE FEUILLUS (B) (FENGEL ET WEGENER 1984; EERO SJÖSTRÖM 1993; ROWELL 

2012; T. E. TIMELL 1967) 

(a) 

(b) 
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 I.B.2.b. LES GLUCOMANNANES  

 Ce sont dans les bois résineux que les galactoglucomannanes sont les plus 

abondants, avec un squelette composé d’unités anhydromannose et anhydroglucose 

sous forme pyranique liés en β-1,4, ils sont ramifiés d’unités D-Galp en α -1,6. Les 

groupements hydroxyles des carbone C2 et C3 sont substitués de groupes O-acétyle 

toutes les 3 à 4 unités D-Manp. On trouve deux catégories de glucomannanes 

classifiés selon les ratios molaires Gal : Glu :Man, les mannanes prédominants 

présentent un ratio de 0,1-0,2 :1 :3-4 et sont acétylés, tandis que les autres qui ne 

sont à priori pas acétylés ont un ratio de 1 :1 :3.  

FIGURE 13 BOUT DE CHAINE DES XYLANES, STRUCTURE PROPOSEE POUR LE BOIS D'EUCALYPTUS (EVTUGUIN ET AL. 2003)  

FIGURE 14 GLUCOMANNANES DE FEUILLUS (A) ET DE RESINEUX (B) (FENGEL ET WEGENER 1984; EERO 

SJÖSTRÖM 1993; ROWELL 2012; T. E. TIMELL 1967) 

(a) 

(b) 
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Ils représentent respectivement 10 à 15% en masse du bois et 5 à 8%, tous deux ont 

un DP moyen de 100 dans le bois (T. E. Timell 1967) (R. Rowell 2012). Les 

glucomannanes de bois feuillus ne comportent pas de groupes latéraux D-Galp et 

peuvent être acétylés, notamment dans le bois de peuplier (DAC compris entre 0,2 et 

0,3) ou non, comme sur la Figure 14 (a) (Johnson et al. 2017; Teleman et al. 2003; T. 

E. Timell 1967). Bien que connus pour leur rôle de maintien mécanique par 

attachement à la cellulose (liaison hydrogène) dans les parois des cellules de bois, ils 

servent également comme sucres de stockage énergétique (Scheller et Ulvskov 

2010). 

I.B.2.c. LES GLUCANES  

I.B.2.c.i. XYLOGLUCANE 

Les xyloglucanes se trouvent principalement dans la paroi primaire des 

cellules (FRY 1989). Il semble que leur rôle soit capital au développement et au 

maintien des cellules des plantes (Scheller et Ulvskov 2010). Les xyloglucanes 

seraient présents en très faible quantité dans les bois résineux (E. Sjöström et 

Westermark 1999), pourtant leur présence a été révélée par une étude qui a analysé 

une essence de pin gris (Perila et Bishop 1961) et ils semblent être l’hémicellulose 

principale des parois primaires de cellule de sapin Douglas (Thomas et al. 1987). Les 

xyloglucanes présents dans les bois feuillus sont potentiellement acétylés (Johnson 

et al. 2017). La structure du squelette est semblable à celle de la cellulose, à laquelle 

il faut ajouter des ramifications de D-Xylp liées en α-1,6, sur lesquelles des chaines 

latérales composées d’unités xylose, arabinose, fucose ou galactose peuvent être 

liées en α -1,2. La structure est proposée Figure 15 ci-dessous. Ces glucanes 

peuvent être liés de manière covalente aux chaines latérales ramifiées de 

rhamnogalacturonanes, c’est-à-dire aux galactanes (Scheller et Ulvskov 2010). 

 

I.B.2.c.ii. LARICINANE ET CALLOSE 

Le callose est synthétisé dans les parois des cellules qui composent le xylème 

(bois d’aubier), comme réponse temporaire de l’arbre lorsqu’il a subi un stimuli tel 

qu’un stress mécanique ou un quelconque dommage. C’est pourquoi, comme le 

laricinane, on le trouve surtout dans les bois de compression, bien qu’ils existent 

aussi tous deux dans les bois normaux (cellules de rayons, représentant moins de 5% 

des cellules du bois) (Fengel et Wegener 1984; Hoffmann et Timell 1972b; 1972a). 

FIGURE 15 STRUCTURE D'UN XYLOGLUCANE (FENGEL ET WEGENER 1984; EERO SJÖSTRÖM 1993; 

ROWELL 2012; T. E. TIMELL 1967) 
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Leur squelette commun est composé d’unités glucose liées en β-1,3 comme montré 

sur la Figure 16. Le callose peut présenter des ramifications en β-1,6 et le laricinane 

en β-1,4 et dans un très faible ratio (8 pour 200 unités glucose) des ramifications 

composés de plusieurs acides glucuroniques et galacturoniques (Laine 2005).  

I.B.2.c.iii. AMIDON DE BOIS 

L’amidon de bois n’est pas considéré comme un polysaccharide structurel 

mais est présent à la fois chez les résineux et les feuillus (Fengel et Wegener 1984; 

Laine 2005), il est composé d’amylose et d’amylopectine et peut représenter jusqu’à 

6% du bois (Bellasio, Fini, et Ferrini 2014). 

I.B.2.d. LES GALACTANES  

 Dans les arbres qui se développent dans des environnements abrupts, on 

observe la présence de galactanes bien particuliers, on parle de galactanes 

pectiques. Ce type de terrains favorise la synthèse de ces polysaccharides, comme 

une réponse de l’arbre à l’environnement pour son renfort mécanique. Dans les bois 

de compression une structure de galactane, illustrée sur la Figure 18 (Fengel et 

Wegener 1984), constituée d’unités D-Galp liées en β-1,4 et ramifiée en α-1,6 

d’acides galacturoniques, a été mise en évidence par Meier (Bouveng et Meier 1959). 

Dans les bois de tension, et notamment le bois de hêtre européen (Fagus Silvatica L.) 

utilisé pour cette étude, un squelette linéaire lié en β-1,3 a été observé (H. Meier 

1962). Cette structure semble assez unique car elle comporte des ramifications 

d’acides glucuroniques et de rhamnose, et en plus faible quantité d’arabinose et de 

xylose. 

FIGURE 16 STRUCTURE DES GLUCANES DE BOIS FEUILLUS ET RESINEUX (FENGEL ET WEGENER 1984; EERO 

SJÖSTRÖM 1993; ROWELL 2012; T. E. TIMELL 1967) 

FIGURE 17 ARABINOGALACTANE DE TYPE II (FENGEL ET WEGENER 1984; EERO SJÖSTRÖM 1993; ROWELL 

2012; T. E. TIMELL 1967) 
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Les arabinogalactanes de type II (Figure 17) sont connus chez le mélèze (bois 

de cœur des conifères) avec un ratio molaire Ara :Gal de 15 :85 (Buffetto et al. 2015). 

Leur squelette s’organise autour de liaisons β-1,3 entre unités D-Galp, très ramifiées 

en C-6 soit d’unités galactose, soit arabinose (sous forme furanique et pyranique) soit 

d’acides glucuroniques. Ces hétéropolysaccharides peuvent être ramifiés de chaines 

latérales d’arabinanes (Buffetto et al. 2015).  

Les arabinogalactanes d’érable isolés par extraction à l’eau sont acides (A. 

Roudier 1962), tout comme ceux présents chez les résineux (Tore E Timell 1964; A. 

J. Roudier et Eberhard 1960). Le ratio Gal :Ara :GlcA des arabinogalactanes solubles 

dans l’eau extraits du bois de cœur de l’épicéa de Norvège vaut 4,3:1:1 (ratio molaire 

3,6 :1 :0,8) et du pin Sylvestre 4,5 :1 :0,2 (ratio molaire 3,8 :1 :0,2) (Stefan Willför et 

Holmbom 2004). Ce type de polysaccharide a des fonctions autres que purement 

structurelles au sein de l’arbre, il constitue un pont entre la cellulose et les protéines 

dans les parois des cellules de bois. Il représente entre 5 et 35% des hémicelluloses 

chez les conifères, bien que pour la plupart des essences il ne soit présent qu’à l’état 

de traces (T. E. Timell 1967).  

L’existence de rhamnoarabinogalactanes dans les érables avec un squelette 

également en β-1,3 a été mise en évidence par Fengel, le ratio molaire Gal :Ara :Rha 

vaut 1.7:1:0.2 (Fengel et Wegener 1984). Sur la Figure 19 est proposée le lien entre 

les chaines de xylanes et de rhamnoarabinogalactanes par des ponts acide 

méthylglucuroniques dans les essences de bois feuillus (Evtuguin et al. 2003; 

Sanglard 2013). On comprend alors toute la complexité de la caractérisation des 

structures extraites si lors de l’autohydrolyse certaines chaines latérales sont toujours 

attachées une fois solubilisées dans la liqueur.  

 

FIGURE 18 STRUCTURE D'UN GALACTANE D’UN BOIS DE COMPRESSION (FENGEL ET WEGENER 1984; EERO 

SJÖSTRÖM 1993; ROWELL 2012; T. E. TIMELL 1967) 

FIGURE 19 LIENS ENTRE LES CHAINES DE GALACTANE ET DE XYLANES (EVTUGUIN ET AL. 2003; SANGLARD 2013) 
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De nouvelles structures sont proposées par Christiane Laine pour les 

arabinogalactanes d’épicéa et de pins présents dans le bois de cœur (Laine 2005) et 

représentées Figure 20. Ces galactanes sont particulièrement impliqués dans des 

complexes lignine hydrates de carbone résiduels sur la surface et également à 

l’intérieur des fibres d’épicéa de pâte kraft. 

I.B.2.e. LES RHAMNOGALACTURONANES  

 Ils représentent 20 à 35% des hétéropolysaccharides pectiques, linéaires 

substitués, ramifiés et comportant des chaines latérales d’autres hémicelluloses, leur 

isolation et caractérisation sont complexes et font encore l’objet d’études récentes 

(Yang et al. 2020). On dénombre trois types de galacturonanes. Les 

homogalacturonanes sont un des constituants majeurs des pectines. Leur structure, 

représentée Figure 22, est composée exclusivement d’acides galacturoniques 

comme unités monomériques liés en α-1,4 donnant de longues chaines linéaires. Ils 

sont estérifiés en C6 et comportent des substituants acétyle ou méthyle en O2 et O3 

(oxygène porté les carbone 2 et 3) (Sista Kameshwar et Qin 2018b).  

FIGURE 20 STRUCTURE DE GALACTANE D'EPICEA (A) ET DE PIN (B) (LAINE 2005) 

(a) 

(b) 
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Les rhamnogalacturonanes de type I (notés RG I dont la structure est 

représentée Figure 21) jouent un rôle déterminant dans l’adhésion entre les cellules 

de xylème de peuplier (Yang et al. 2020). Cet hétéropolysaccharide est 

particulièrement présent dans le peuplier non mature (stade de développement 

primaire du xylème. En effet, ses pectines sont essentiellement composées de 

rhamnogalacturonane et représentent 47% de la composition des parois cellulaires 

du bois en masse sèche. En comparaison, une étude menée sur des cellules de sapin 

Douglas a révélé que les polysaccharides pectiques de type RG I et II et 

homogalacturonanes représentent 20% en masse. Une étude menée sur le bois 

utilisé dans la présente étude dénommé Populus alba L., qui en contient dans ses 

parois primaires, montre que le RG I favorise les interactions entre polysaccharides 

dans la paroi et contribue à son maintien (Koichi 2006). Si on regarde les parois 

cellulaires dans leur globalité, bien que les RG représentent seulement 2% de leur 

masse totale, leur importance en termes de maintien et de « liant » entre cellulose 

hémicellulose et lignine est capital. C’est pourquoi leur retrait du bois facilite 

énormément sa déconstruction et son fractionnement pour tout type de procédé de 

conversion en aval (Yang et al. 2020). 

Ils sont composés d’unités acides D-galacturonique liées en α-1,4 à des L-

rhamnose liés en α-1,2 dans un ratio molaire 1 :1, Figure 21. Les unités rhamnose 

sont acétylées en O3 (oxygène porté le carbone 3) (Buffetto et al. 2015) et ramifiés 

de quatre chaines latérales différentes en O4 (oxygène porté le carbone 4). La 

structure proposée sur la Figure 21 montre une chaine latérale de galactane. Ils 

peuvent être aussi liés à des arabinogalactanes de type I et II et à des arabinanes 

(Yapo 2011; Pawar et al. 2013).  

 

FIGURE 22 STRUCTURE DES HOMOGALACTURONANES (FENGEL ET WEGENER 1984; EERO SJÖSTRÖM 

1993; ROWELL 2012; T. E. TIMELL 1967) 

FIGURE 21 RHAMNOGALACTURONANE DE TYPE I (FENGEL ET WEGENER 1984; EERO 

SJÖSTRÖM 1993; ROWELL 2012; T. E. TIMELL 1967) 
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Les rhamnogalacturonanes de type II sont constitués d’un squelette identique 

aux homogalacturonanes (nommés RG II par la suite) et diffèrent par leur structure 

encore difficile à déterminer (Pérez, Rodríguez-Carvajal, et Doco 2003). La difficulté 

de leur caractérisation réside dans le nombre de résidus osidiques ramifiés différents 

qui peut aller jusqu’à 9, liés eux-mêmes à cinq types de chaines latérales.  

D’un point de vue applicatif, ces polysaccharides pectiques sont très 

intéressants par leurs propriétés et peuvent servir dans les domaines de la santé et 

de la nutraceutique. Les RG sont connus pour guérir les lésions du colon, apaiser la 

muqueuse intestinale, ils sont utilisés en prévention de la dégradation des parois du 

colons (Nascimento et al. 2013). On en trouve dans les agrumes avec un ratio 

molaire GalA :Rha de 1,06 :1 (Junhui Li et al. 2019), dans les pommes (1,42 :1), dans 

les pommes de terre (1,7 :1)... (Buffetto et al. 2015). Dans le bois de peuplier ce ratio 

est beaucoup plus élevé et vaut 5 :1 pour les RG II (Simson et Timell 1978), tandis 

que dans les bois résineux il vaut en moyenne 8 :1 (Fengel et Wegener 1984). 

I.B.2.f. LES ARABINANES  

Les arabinanes sont constitués d’unités L-Araf liés en α-1,5 formant un 

squelette linéaire, ramifié de chaines latérales de ces mêmes unités arabinose cette 

fois liées en α-1,3. La structure des arabinanes de pin maritime est présentée Figure 

23 ci-dessous (Fengel et Wegener 1984). 

FIGURE 23 STRUCTURE DES ARABINANES DU BOIS  (FENGEL ET WEGENER 1984) 

 Dans l’ensemble, les hémicelluloses prédominantes aussi bien chez les feuillus 

que les résineux, sont les glucuronoxylanes et les glucomannanes. Les essences de 

feuillus sont majoritairement constituées de chaines de xylanes ramifiées d’acides 4-

O-Me D-Glcp et les bois résineux de glucomannanes ramifiés d’unités D-Galp. Le 

pourcentage massique en hémicelluloses de chaque famille en fonction de l’essence 

est présentée Tableau 2 (Belgacem et Gandini 2011). 
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TABLEAU 2 POURCENTAGE EN MASSE SECHE DES HEMICELLULOSES ET NON DU BOIS (BELGACEM ET GANDINI 2011) 

 Feuillus Résineux 

Méthylglucuronoxylanes 80 - 90 5 - 15 

Arabinomethylglucuronoxylanes 0,1 - 1 15 - 30 

Glucomannanes 1 - 5 1 - 5 

Galactoglucomannanes 0,1 - 1 60 - 70 

Arabinogalactanes 0,1 - 1 1 - 15 

Galactanes 0,1 - 1 0,1 - 1 

Pectines 1 - 5 1 - 5 

La Figure 24 décrit les interactions entre fibrilles de cellulose et hémicelluloses 

et également entre hémicelluloses (Bauer et al. 1973). On observe les liaisons 

hydrogène directes entre xyloglucanes et fibrilles de cellulose, ces glucanes sont liés 

aux arabinogalactanes de type I et II. Ces derniers servent de ponts entre les 

xyloglucanes et les rhamnogalacturonanes. Ce schéma dessiné par Bauer est un bon 

exemple car il illustre la richesse et la diversité moléculaire de la paroi d’une cellule 

de bois. 

  

FIGURE 24 SCHEMA DES LIAISONS ENTRE HEMICELLULOSES ET ENTRE CELLULOSE ET HEMICELLULOSES DANS 

LA PAROI PRIMAIRE DES CELLULES (BAUER ET AL. 1973) 
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I.C. EXTRACTION DES HEMICELLULOSES DANS LE CONTEXTE 

D’UNE BIORAFFINERIE PAPETIERE 

 Comme expliqué dans la partie précédente, les hémicelluloses jouent un rôle 

secondaire de récupération d’énergie dans les bioraffineries papetières d’aujourd’hui. 

En effet, elles sont trop dégradées par le procédé pour être valorisées autrement que 

par combustion. Il a donc fallu trouver de nouvelles voies d’extraction en amont ou en 

aval du procédé kraft ou bisulfite pour les extraire en les dégradant le moins possible 

si l’on souhaite les commercialiser pour des applications de plus haute valeur ajoutée 

(santé, agroalimentaire). Cette partie présente les différentes voies d’extraction. 

I.C.1. EXTRACTIONS EN MILIEU ACIDE 

I.C.1.a. AUTOHYDROLYSE  

Les avantages et inconvénients sur l’ensemble du procédé papetier de 

l’utilisation d’une autohydrolyse en amont du procédé kraft a été détaillée dans la 

partie précédente, ici nous décrirons essentiellement les mécanismes chimiques qui 

régissent de ce procédé. 

I.C.1.a.i. MECANISMES MIS EN JEU PENDANT UNE AUTOHYDROLYSE 

 L’autohydrolyse ne nécessite l’ajout d’aucun réactif chimique : le procédé 

consiste en un traitement hydrothermal de la biomasse c’est-à-dire à exposer des 

copeaux de bois plongés dans de l’eau à une certaine température (supérieure à 

100°C) et une pression de vapeur saturante afin de solubiliser une partie des 

hémicelluloses qu’il contient. Ce traitement vise principalement les hémicelluloses 

grâce à leur accessibilité du fait de leur caractère amorphe et de leur taille, ainsi que 

leur réactivité chimique. Le caractère cristallin de la cellulose le protège en partie de 

ce traitement et son attaque ne sera pas favorisée en comparaison à celle des 

hémicelluloses.  

FIGURE 25 MECANISME DE CLIVAGE DES LIAISONS OSIDIQUE DES HEMICELLULOSES PAR AUTOHYDROLYSE (SIXTA 2006B) 
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Il s’agit donc d’une hydrolyse acide autocatalysée par la présence d’ions 

hydronium (H3O+) provenant de l’eau introduite dans le réacteur dans un premier 

temps, et provenant ensuite des groupements acétyles des hémicelluloses dans un 

second temps, c’est-à-dire dès que la température augmente et permet leur 

hydrolyse et libération dans le milieu sous forme d’acide acétique. Le caractère 

naturellement acide du bois catalyse et entretient donc la réaction d’hydrolyse. C’est 

pourquoi la réaction est dite « auto » hydrolyse, et c’est aussi en quoi ce procédé 

répond aux critères écologiques, techniques et économiques de la bioraffinerie 

papetière du futur (Gil Garrote, Domínguez, et Parajó 1999; Richter 1956).Le pH de la 

solution diminue progressivement au cours du traitement et est fonction de la teneur 

initiale en groupements acétyles dans le bois utilisé. Le pH des liqueurs de bois ainsi 

obtenues est compris entre 3 et 4 en fin de réaction et dépend de la sévérité du 

traitement. Le mécanisme de l’hydrolyse acide d’une liaison glycosidique classique β-

1,4 (à la fois dans la cellulose et les hémicelluloses) est décrit Figure 25 (Sixta 

2006b). 

 Les ruptures de liaisons glycosidiques diminuent progressivement le degré de 

polymérisation des hétéropolysaccharides du bois. Au bout d’un certain temps le DP 

des hémicelluloses devient assez bas pour les rendre solubles dans la liqueur 

devenue acide. La solubilité des oligomères d’hémicelluloses, même à des DP 

élevés, est rendue possible grâce à leur groupements fonctionnels 4-O-

méthylglucuronique et acétyles (Carvalheiro et al. 2009). Plus les conditions de ce 

prétraitement seront sévères, plus les polysaccharides solubilisés auront un degré de 

polymérisation faible et la quantité de monosaccharides dans la liqueur sera grande. 

Les monosaccharides solubilisés peuvent également subir une réaction de 

déshydratation en milieu acide, dont le mécanisme est proposé Figure 26 (Almeida et 

al. 2009). 

  

FIGURE 26 PRODUITS RESULTANT DE LA DESHYDRATATION EN MILIEU ACIDE DES PENTOSES ET DES HEXOSES (ALMEIDA 

ET AL. 2009) 
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La lignine est en partie dépolymérisée durant la préhydrolyse (Curmi 2018), 

jusqu’à 20% de sa masse contenue initialement  dans le bois peut ainsi être 

solubilisée dans la liqueur de bois (Jiebing Li et Gellerstedt 2008). Les liaisons de 

type benzyl éther sont les plus touchées par le traitement, et notamment dans les 

bois de résineux (Boiron 2012). Par la suite on peut observer une repolymérisation 

par condensation nucléophile en milieu acide de certains fragments de lignine 

solubilisés (Gierer 1970), selon un mécanisme présenté Figure 27. Ce phénomène 

est d’autant plus important que la sévérité du traitement est élevée. 

La composition des liqueurs de bois obtenues par autohydrolyse est donc 

assez complexe et dépend des conditions utilisées. Un autohydrolysat de bois peut 

être assimilé à un sirop de sucres de différentes natures chimiques, tailles et masses 

molaires allant du monomère au polymère, et contenant également de la lignine, 

dissoute ou insoluble, des extractibles, des alcools, des sels, des produits de 

dégradation des sucres (F, HMF), des acides organiques de faible masse molaire, 

des complexes lignine hydrates de carbone (lignine liée de manière covalente à une 

molécule d’hémicellulose), et parfois de la cellulose de faible poids moléculaire. 

I.C.1.a.ii. SEVERITE, RENDEMENT ET COMPOSITION DES LIQUEURS 

 Les trois principaux paramètres sont le temps, le ratio liqueur sur bois et la 

température de réaction. Une autohydrolyse en amont du procédé kraft utilisée 

classiquement à échelle industrielle dure entre 1 et 2h à une température comprise 

entre 150 et 170°C, avec un ratio liqueur sur bois compris entre 2 et 5 (Boiron 2012; 

Guigon 2019; Sanglard 2013). De nombreuses études ont été réalisées sur le sujet 

pour des questions d’optimisation en fonction de l’application visée, ce procédé a 

donc été adapté et revisité. On trouve donc dans la littérature des températures qui 

peuvent varier de 100 à 250°C pour quelques minutes à plusieurs heures de 

traitement et avec des ratios liqueur sur bois allant de 1,5 à 10 (Gírio et al. 2010; Gil 

Garrote, Domínguez, et Parajó 1999; G. Garrote, Domínguez, et Parajó 2001; 

Carvalheiro et al. 2009).  

FIGURE 27 REACTIONS DE CONDENSATION DE LA LIGNINE DANS LES LIQUEURS (GIERER 1970) 
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Plus le ratio liqueur sur bois est élevé plus l’eau a facilement accès par 

diffusion à l’intérieur des copeaux de bois, et donc augmente le rendement 

d’extraction (Leschinsky, Sixta, et Patt 2009; Testova et al. 2009). En ce qui concerne 

la température et la durée du traitement, leur augmentation va également de pair 

avec l’augmentation du rendement, jusqu’à un certain seuil. En effet des conditions 

trop sévères, c’est-à-dire des temps trop longs et des températures trop hautes, 

engendrent une dégradation en milieu acide des oligosaccharides et des 

monosaccharides, ainsi qu’une plus grande dépolymérisation de la lignine. C’est 

pourquoi en fonction de l’application visée un compromis doit être trouvé entre ces 

trois facteurs. Le rendement de l’autohydrolyse varie entre 70 et 90% (Leschinsky, 

Sixta, et Patt 2009), soit une masse de bois totale solubilisée comprise entre 10 et 

30% (Sanglard 2013). 

I.C.1.b. HYDROLYSE CATALYSEE PAR AJOUT D’ACIDE 

 L’ajout d’acide dilué (0,5 à 1,5 % d’acide en masse) convient à des 

températures comprises entre 160 et 200°C (Gírio et al. 2010) et des temps de 

réaction assez courts (Kumar et Sharma 2017). Cette voie est notamment utilisée 

pour l’obtention de monomères plutôt que d’oligomères d’hémicelluloses (Gírio et al. 

2010). En effet, cette technique permet d’augmenter la sévérité de l’autohydrolyse, 

donc engendre un taux de monomère dans l’hydrolysat plus élevé. Par opposition, il 

existe une voie de fractionnement par hydrolyse acide concentrée (30 à 70% d’acide 

en masse) à basse température de l’ordre de 40°C durant jusqu’à 90 min (M. 

Taherzadeh et Karimi 2007; Kumar et Sharma 2017). Cette méthode favorise la 

corrosion des réacteurs et nécessite un gros investissement technologique, de plus 

elle engendre de plus forts taux de produits de dégradation et n’est donc pas 

valorisée à échelle industrielle (Guigon 2019). 

I.C.2. EXTRACTION ALCALINE A FROID APPLIQUEE A DE LA PATE A PAPIER 

 Il est possible de solubiliser sélectivement les hémicelluloses contenues dans 

la pâte kraft blanchie qui en contient encore jusqu’à 20% grâce à une extraction à la 

soude caustique à froid (Sixta 2006b) par le gonflement des fibres cellulosiques. Le 

principe est d’appliquer à la pâte une solution concentrée en 2 et 4 M de soude afin 

d’observer un gonflement des fibres et une libération des hémicelluloses (Rydholm 

1965).Des températures comprises entre 20 et 50 °C permettent d’éviter la 

dégradation des hémicelluloses (Al-Dajani et Tschirner 2008), sachant qu’elles ont 

déjà été en partie dégradées par la cuisson kraft (Sixta 2006b). Ce procédé est plutôt 

utilisé sur de la pâte kraft destinée à la production de pâte à dissoudre afin d’obtenir 

un degré de pureté de la cellulose non atteint avec une cuisson kraft et un 

blanchiment (Sixta 2006b), mais il peut aussi être réalisé sur de la pâte bisulfite 

(Jianguo Li et al. 2017).  
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I.C.3. EXTRACTION ENZYMATIQUE 

 L’hydrolyse enzymatique vise à dépolymériser les polysaccharides du bois, et 

dans le contexte de ce projet à former des oligosaccharides solubles (avec des 

enzymes de type « endo ») et non des monosaccharides (créés sous l’action 

d’enzymes dites « exo »). L’avantage d’une telle biotechnologie réside dans l’absence 

de création de produits de dégradation toxiques comme ceux qui sont engendrés par 

une autohydrolyse. En revanche, la limitation majeure de ce type d’hydrolyse est 

régie par l’accessibilité des polysaccharides à hydrolyser, rendue difficile dans le bois 

du fait de sa morphologie. Il est connu que la lignine, la cellulose et les 

hémicelluloses sont liées intimement et de façon multiple dans le bois, ce qui rend le 

procédé très coûteux. C’est pourquoi, afin d’obtenir des oligosaccharides solubles de 

petite taille, deux voies principales sont privilégiées dans ce contexte : 

L’hydrolyse enzymatique des hydrolysats de bois  

L’hydrolyse enzymatique d’un autohydrolysat de bois est donc une synergie 

intéressante qui rendrait le procédé viable car les oligosaccharides solubilisés sont 

directement accessibles dans la liqueur (Khan 2010; Um 2012; Guigon 2019; Deloule 

2017; C. Huang et al. 2016). L’association entre autohydrolyse ou hydrolyse acide et 

hydrolyse enzymatique de copeaux de bois feuillus a également été étudiée au 

laboratoire dans le but de produire du xylose monomérique grâce à la 

dépolymérisation des hémicelluloses (Guigon 2019). En effet, l’utilisation de certains 

cocktails enzymatique permet de faire baisser le degré de polymérisation moyen des 

hémicelluloses solubles dans les hydrolysats de bois. Deux études ont notamment 

été menées sur l’hydrolyse enzymatique des galactoglucomannanes de bois résineux 

obtenus par autohydrolyse, dans le but de produire des oligomères de faible DP 

(Dechoux 2014), (Mikkelson, Maaheimo, et Hakala 2013). L’hydrolyse enzymatique 

peut également être utilisée à la suite de certains prétraitements comme la vapeur à 

partir de bois de cèdre et de hêtre (Asada et al. 2015). 

L’hydrolyse enzymatique des pâtes de bois délignifiées 

Dans le cadre d’une bioraffinerie lignocellulosique intégrée à la production de 

fibres utilisant le bois comme entrant et visant à valoriser les hémicelluloses, 

l’extraction à la soude caustique à froid peut être combinée à une hydrolyse 

enzymatique de pâte kraft pour l’extraction d’hémicelluloses solubles et insolubles 

dans l’eau (Golestani 2020).  
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Les deux points clés qui régissent l’attaque enzymatique sur un 

polysaccharide sont son organisation spatiale et sa nature chimique. Le principe de 

l’hydrolyse enzymatique consiste en une interaction de type enzyme-substrat qui est 

unique, ici le substrat est une molécule d’hémicellulose. Ce qui signifie que là où une 

hydrolyse acide ou autocatalysée vient cliver n’importe quelle liaison sous l’action 

d’un proton, chaque enzyme ne pourra avoir une action que sur un type de liaison 

spécifique. Par exemple, deux enzymes différentes seront nécessaires si on veut 

attaquer à la fois des liaisons de type α et β, ou encore si on veut cliver une liaison α 

entre un groupe acide méthylglucuronique et une unité xylose ou une liaison α entre 

une unité arabinose et xylose, voire Figure 28 (Sunna et Antranikian 1997). 

On comprend aisément que dans le cadre des hémicelluloses du bois, il est 

nécessaire d’utiliser des cocktails enzymatiques en synergie (Golestani 2020) étant 

donné la complexité et la diversité des structures rencontrées. De plus, dans le 

contexte d’une hydrolyse enzymatique d’un autohydrolysat de bois, il est capital de 

mentionner que les produits et co-produits formés par l’autohydrolyse et donc 

présent dans les liqueurs de bois comme l’acide acétique (Gírio et al. 2010), l’acide 

formique, le furfural, le 5-hydroxyméthylfurfural (Rasmussen et al. 2017; Arora et al. 

2013), les composés phénoliques (Rahikainen et al. 2011; Boukari et al. 2011; Duarte 

et al. 2012), la lignine insoluble (Sipponen et al. 2017), la lignine soluble acide (F. Guo 

et al. 2014) et les complexes lignine hydrates de carbone (Berlin et al. 2006) sont 

considérés comme des composés inhibiteurs. C’est à dire que ces composés 

perturbent l’activité enzymatique et diminuent le nombre de sites actifs des enzymes 

disponibles (Carter 2017; F. Guo et al. 2014). C’est pourquoi certains prétraitements 

comme la filtration membranaire et la détoxification des hydrolysats de bois par 

charbon actif par exemple sont nécessaires avant d’effectuer une hydrolyse 

enzymatique. Ces techniques de purification sont détaillées dans la partie suivante. 

FIGURE 28 COCKTAIL ENZYMATIQUE NECESSAIRE A L'HYDROLYSE D'UN XYLANE DE BOIS FEUILLUS, ACTION DETAILLEE 

DE CHAQUE ENZYME (SUNNA ET ANTRANIKIAN 1997) 
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I.C.4. AUTRES PROCEDES 

 Des formes d’extraction à la vapeur existent et ont été réalisées 

principalement sur des essences de résineux, utilisant plusieurs séquences 

d’extraction combinées à une autohydrolyse, ou encore des micro-ondes à des 

temps très courts de l’ordre de 2 min (Polari et al. 2012; Rivas et al. 2012; Jacobs et 

al. 2002). L’explosion à vapeur est en revanche très différente de l’autohydrolyse car 

ce procédé dégrade et déstructure le bois, ce procédé peut-être catalysé (Mosier et 

al. 2005) ou non (Ogier et al. 1999). Son utilisation conduit principalement à la 

production d’éthanol cellulosique (Jacquet et al. 2010). Le procédé consiste d’abord 

à exposer les copeaux à une vapeur sous haute pression (jusqu’à 250°C et 50 bars) 

pendant quelques secondes à quelques minutes, puis à le ramener à pression 

atmosphérique par une détente rapide et violente qui casse la biomasse. 

I.D. PURIFICATION DES OLIGOSACCHARIDES D’HEMICELLULOSES 

SOLUBLES CONTENUS DANS LES HYDROLYSATS DE BOIS 

Une fois extraites du bois, les hémicelluloses doivent être purifiées afin d’une 

part d’isoler une ou plusieurs biomolécules, ou bien d’obtenir un degré de pureté 

assez grand d’un certain mélange, et d’autre part détoxifier de tout ou partie des 

impuretés (coproduits ou produits de dégradation). On peut séparer les 

oligosaccharides d’hémicelluloses en fonction de leur taille (degré de 

polymérisation), de leur masse molaire, de leur structure (linéaire, ramifié, réticulé), 

de leur nature chimique (neutre ou chargé d’acides hexuroniques). Il existe une 

multitude de techniques de purification, le but principal étant de simplifier l’analyse 

des oligosaccharides constituant le mélange mais aussi d’isoler la molécule d’intérêt 

pour l’application visée. Les techniques employées diffèrent selon l’application et le 

degré de pureté désiré (H.-J. Huang et al. 2008; Peng et al. 2012). 

I.D.1. DETOXIFICATION PAR ADSORPTION 

I.D.1.a. CHARBON ACTIF 

Le charbon actif est le plus ancien (1550 avant J.C.) matériau poreux, doté 

d’une surface spécifique très élevé, connu pour sa grande capacité à adsorber une 

variété de composés autant organiques qu’inorganiques en fonction du traitement 

qu’il a reçu et de sa nature (Hassler 1951). Ces charbons actifs peuvent être 

préparés à partir de différents types de biomasses comme la sciure de bois au niveau 

industriel, la noix de coco, les résidus agricoles ou la lignine (Chatterjee et Saito 

2015) ou encore des matières organiques fossiles comme la houille, la lignite, la 

tourbe ou l’anthracite. Deux étapes sont nécessaires à la préparation de charbon 

actif, en premier lieu la déshydratation de la matière première comme précurseur 

(pyrolyse) puis l’activation qui peut être chimique (Hayashi et al. 2000) comme 

physique (Heidarinejad et al. 2020). Ces étapes sont les principaux facteurs 

influençant la taille des pores du charbon actif et sa chimie de surface. 
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Les principales interactions entre l’adsorbat (substrat que l’on souhaite isoler) 

et l’adsorbant (en l’occurrence les grains de charbon actif) sont régies et 

catégorisées par deux phénomènes : la physisorption et la chimisorption. La 

première étant moins efficace et moins permanente que la deuxième car intervient 

grâce aux forces de Van Der Waals qui bouleversent la configuration électronique du 

substrat. A la différence, les molécules dites chimisorbées sont liées de manière 

covalente à l’adsorbat grâce à la formation d’un complexe, leur désorption est donc 

rendue beaucoup plus difficile (Dutta et al. 2019). La chimisorption a lieu de manière 

privilégiée sous certaines conditions : haute température de réaction avec un 

adsorbat qui possède une haute température d’ébullition, disponibilité d’analytes 

avec des groupements fonctionnels donneurs d’électron comme les groupes 

hydroxyle ou amine permettant d’observer des interactions de type π-π 

(Tanthapanichakoon et al. 2005). On observe également des interactions 

électrostatiques ou hydrophobiques et la formation de liaisons hydrogène.  

Il apparaît que la formation de complexes soit plus favorable entre le substrat 

et le charbon actif si le substrat est un composé de haut poids moléculaire. En effet, 

sa désorption requière beaucoup plus d’énergie qu’une petite molécule et il a été 

observé au cours d’un cycle d’adsorption que les molécules de faible masse molaire 

laissent place aux molécules de haut poids moléculaire (H. Wang et al. 2012). Les 

molécules de haut poids moléculaire viennent donc obstruer les pores du charbon 

actif. Il est connu que la masse molaire d’un composé ainsi que sa polarité jouent un 

rôle majeur dans sa capacité à être adsorbé par du charbon actif (Baquero 2007). La 

taille de la molécule à adsorber est un point clé car elle doit être assez petite pour se 

loger dans les micropores du charbon actif, et parallèlement selon plusieurs études, 

plus la taille du composé organique est grande (dans la limite de la taille des pores de 

l’adsorbat) plus l’adsorption est favorisée. Il faut également mentionner que la 

mobilité des petites molécules dans le solvant est plus grande et donc elles sont 

souvent adsorbées en premier. Il faut savoir que la solubilité du substrat est 

également essentielle, plus il sera soluble donc aura une grande affinité au solvant, 

moins il sera facilement adsorbé. C’est pourquoi plus la concentration du soluté est 

grande dans le solvant plus il est recommandé d’utiliser une grande surface 

spécifique de charbon actif (Baquero 2007).  On peut donc comprendre que la taille 

et la masse molaire du substrat influent à la fois sur son accessibilité et la cinétique 

d’adsorption, sa solubilité impacte les interactions hydrophobes avec le charbon actif 

et enfin son pKa régit ses propriétés de dissociation donc la forme acide ou basique 

qu’il prend en fonction du pH du solvant et donc sa capacité à être donneur ou 

accepteur d’électrons (Terzyk 2004). 

La purification d’hydrolysats de bois par adsorption sur charbon actif est 

utilisée depuis une trentaine d’année mais a été limitée par la difficulté à recycler le 

charbon. Historiquement on utilisait des solvants pour désorber les molécules fixées 

au charbon actif (Cooney, Nagerl, et Hines 1983), de récentes techniques de 

régénération hydrothermales permettent de rendre son utilisation viable (Ledesma et 

al. 2014; Gütsch et Sixta 2012). En comparaison à d’autres techniques de purification 

telles que la précipitation, l’alcalinisation, l’extraction liquide liquide... l’adsorption sur 

charbon actif présente donc aujourd’hui une plus grande efficience économique et 

écologique. L’objectif de l’ajout de charbon actif aux hydrolysats de bois est de retirer 
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par adsorption plusieurs contaminants dont la majeure partie se trouve être la lignine 

soluble, certains extractibles, le furfural, l’hydroxyméthylfurfural, les acides 

organiques tels que l’acide formique, acétique ou encore lévulinique. Certains 

charbons actifs sont donc sélectionnés pour leurs affinités particulières aux 

composés phénoliques (Mu’azu et al. 2017). Mais aussi avec d’autres composés 

comme la lignine soluble, l’acide hydroxybenzoique, les syringaldéhydes, le guaiacol 

et la vanilline (Yu Zhang et al. 2018). Il se trouve que le charbon actif a aussi une 

affinité plus ou moins grande avec les oligosaccharides d’hémicelluloses solubles (Z. 

Wang et al. 2016), et dans une moindre mesure les monosaccharides. Tout l’enjeu de 

l’utilisation de cette technique réside donc dans la maîtrise de la compétitivité 

d’adsorption entre les molécules que l’on souhaite retirer et celles que l’on souhaite 

conserver. 

En ce qui concerne le choix de la méthode, il existe aujourd’hui plusieurs 

façons d’appliquer un traitement au charbon actif aux liqueurs de bois :  

 Agitation en contact continu à température ambiante (20-35°C) avec des 

concentrations en charbon actif allant de 0,5 à 100 g.l-1 et des temps de 

réaction allant de 30 min à  24h (Z. Wang et al. 2016; Villarreal et al. 2006; 

McDonald-Wharry 2010; Mateo et al. 2013; Yu Zhang et al. 2018; Montané 

et al. 2006; Dornath et Fan 2014) 

 Passage sur lit fixe fluidisé rempli de charbon actif (Montané et al. 2006; 

Sainio, Turku, et Heinonen 2011; Lee et Park 2016) 

 Technique développée récemment nommée procédé HITAC (high-

temperature adsorption on activated charcoal) permettant une adsorption à 

haute température (150 à 170°C) directement après autohydrolyse (sans 

refroidir l’hydrolysat) plus sélective envers la lignine et plus efficace 

(Gütsch et Sixta 2011b) 

La granulométrie choisie diffère en fonction de la technique utilisée, c’est-à-

dire la taille des grains de charbon actif. Il faut savoir que les granulés de charbon 

actif sont à la fois adaptés à un contact continu, méthode pour laquelle l’adsorption 

est plus efficace qu’avec de la poudre de charbon actif, et aussi à une configuration 

sous forme de colonne (lit fixe), ce qui n’est pas le cas pour la poudre (Suhas, 

Carrott, et Ribeiro Carrott 2007). De plus, la granulométrie du charbon actif impacte 

sa capacité à être régénéré, en effet des granulés seront plus facilement recyclables 

que de la poudre. C’est pourquoi, dans cette présente étude, seuls des granulés de 

charbon actif seront utilisés plutôt que de la poudre (cf. Chapitre Matériels et 

Méthodes). 

Toutes ces études convergent vers plusieurs constats, tout d’abord, il est mis 

en évidence que plus la surface spécifique des grains de charbon actif est grande, 

plus l’adsorption est grande, c’est-à-dire par exemple privilégier un charbon actif à 

1000 plutôt que 600 m2.g-1. Concernant la température, il a été montré que des 

températures trop élevées nuisent à l’adsorption des composés furaniques et 

phénoliques (Dornath et Fan 2014), c’est pourquoi l’efficacité du procédé HITAC 

reste encore à démontrer. Il a également été observé qu’un pH acide est favorable à 

l’adsorption de composés phénoliques et notamment de la lignine (Montané et al. 

2006; Gütsch et Sixta 2011a). En termes de nature de charbon actif utilisé pour la 

détoxification des hydrolysats de bois, on retrouve souvent des granulés Norit de 
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type Darco soit provenant de lignite soit de bitume, dans les tailles suivantes : 12x20, 

10x20, 12x40 mesh, avec une surface spécifique comprise entre 500 et 650 m².g-1 

(Gütsch et Sixta 2011a), (Montané et al. 2006). Plusieurs études utilisent aussi du 

charbon actif Norit sous forme de poudre de 100 mesh de diamètre (Lee et Park 

2016; Z. Wang et al. 2016). Enfin, de manière générale on peut définir une 

concentration à 40g.l-1 pour 1 h de contact comme étant des valeurs médianes de 

conditions de réactions, et suffisantes pour éliminer plus de 80% des principales 

impuretés (lignine soluble, furfural et hydroxyméthyfurfural). On observe que la 

sélectivité envers la lignine et les composés phénoliques en général diminue avec 

l’augmentation de la charge en charbon actif appliquée dans les liqueurs, c’est 

pourquoi il est préférable, si l’on souhaite retirer 100% de la lignine par exemple, 

d’avoir recourt à des résines de type zéolite ou amberlite plutôt que d’appliquer des 

concentrations en charbon actif plus élevées (Zheng et al. 2018; Oriez, 

Peydecastaing, et Pontalier 2019). En effet, une concentration en charbon actif de 

100 g.l-1 engendre des pertes en oligosaccharides pouvant atteindre 80%, alors 

qu’une résine n’engendrera pas plus de 20% de perte. 

I.D.1.b. RESINES POLYMERIQUES 

Les résines polymériques (ultra réticulés composées de polystyrène 

divinylbenzene) de type Amberlite (XAD) au même titre que le charbon actif sont 

souvent utilisées pour retirer tout ou partie de la lignine soluble dans les liqueurs de 

bois, qu’il s’agisse de fragments ou de monomères ou encore de complexes lignine 

hydrate de carbone (Giummarella et al. 2016; Heinonen et al. 2017; C. Huang et al. 

2016) ou tout composé de type polyphénolique (Kammerer, Kammerer, et Carle 

2019), (Pinto et al. 2017). Elles sont connues pour leur grande sélectivité et leur 

caractère hydrophobe. L’emploi d’une résine Amberlite XAD 16N est 

particulièrement adaptée à la purification d’hydrolysat de plante (Miscanthus × 

giganteous) pour la production de xylo-oligosaccharides en vue d’une application 

prébiotique (Hong et al. 2019). De la même manière les résines de type zéolite 

servent aussi à retirer les composés furaniques tels que le furfural ou 

l’hydroxyméthylfurfural, ou encore dans une moindre mesure des petites acides 

organiques (acétique, formique, lévulinique...) (Zheng et al. 2018; Oriez, 

Peydecastaing, et Pontalier 2019).  

I.D.2. PRECIPITATION PAR SOLVANT  

Il existe différents types de mélange de solvants utilisés pour précipiter les 

oligosaccharides d’hémicelluloses contenus dans les liqueurs de bois, le plus 

couramment étudié est l’éthanol. Le principe consiste à ajouter en milieu aqueux, un 

solvant dans lequel les oligosaccharides sont insolubles. Ainsi le produit désiré voit sa 

solubilité diminuer drastiquement. Les saccharides sont des molécules polaires. 

L’eau, pour exemple de solvant polaire, vient stabiliser les interactions entre les 

saccharides et les molécules qui le composent, à l’inverse des solvants de type 

organique (acétone, éthanol, méthanol). Les galactoglucomannanes peuvent être 

purifiés par précipitation graduelle à l’éthanol, dans des ratios volumiques tels que 

15, 60 ou 90%, selon l’intervalle de masses molaires à isoler (Xue et al. 2012). Cette 

étude montre que plus la concentration en éthanol est élevée plus la masse molaire 

moyenne des mannanes précipités est faible (de 80 kDa à 15% d’éthanol à 17 kDa à 
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90%). La précipitation à l’éthanol a été très étudiée de manière générale et avec des 

ratios eau : éthanol très éloignés (Song, Pranovich, et Holmbom 2013; Reyes et al. 

2013). Les principaux facteurs affectant la solubilité et donc le résultat de la 

précipitation sont la concentration en oligosaccharides dans le milieu et la 

concentration du solvant utilisé (Sen et al. 2011). La précipitation à l’éthanol permet 

d’isoler des oligosaccharides, voire des polysaccharides (le plus souvent des 

mannanes) de haute masse moléculaire (Deloule 2017) bien qu’une étude ait déjà 

rendu possible la précipitation d’arabinoxylo-oligosaccharides de bois feuillus 

compris entre 300 et 2000 Da à 90% d’éthanol (Swennen et al. 2005). A la différence 

d’un mélange acétone : méthanol (9 :1) qui permet de purifier des oligomères de 

faible degré de polymérisation (3, 4 et 5) à partir d’une liqueur de bois résineux 

(Boiron 2012). La précipitation est souvent combinée à l’ultrafiltration afin d’isoler des 

fractions de manière plus précise, de retirer certaines impuretés et de concentrer un 

mélange (Pranovich, Holmbom, et Willför 2016), (Swennen et al. 2005), (Feng et al. 

2009). 

I.D.3. FILTRATION MEMBRANAIRE 

 Un autohydrolysat de bois est une solution contenant des monosaccharides et 

des oligosaccharides de différentes tailles, natures chimiques, et masses molaires. 

C’est donc un mélange très polydisperse qui contient également des impuretés 

(composés organiques de faible masse molaire). Le principe est de séparer les 

saccharides en fonction de leur masse molaire et de leur taille, en utilisant des 

membranes avec des tailles de pore plus ou moins grandes. On peut donc distinguer 

une nanofiltration, utilisant une membrane avec un seuil de coupure défini comme 

inférieur à 500 Da, d’une ultrafiltration qui couvre des seuils supérieurs. 

Les principales caractéristiques physicochimiques intrinsèques à la liqueur de 

bois étudiée pouvant affecter la séparation membranaire sont (Pinelo, Jonsson, et 

Meyer 2009) : 

 la solubilité ou le caractère hydrophile des saccharides, par exemple les 

monosaccharides sont plus solubles que les oligosaccharides dans l’eau, 

eux-mêmes plus solubles que des polysaccharides (s’ils sont de même 

nature) 

 le degré de substitution, la nature des groupements substitués et la 

ramification des oligosaccharides étudiés. Le volume hydrodynamique en 

solution d’un oligomère comportant un certain nombre d’unités osidiques 

sera différent s’il est substitué avec des fonctions acides ou encore s’il est 

linéaire ou ramifié 

 la viscosité de l’hydrolysat, en partie définie par sa concentration en 

saccharides 

Quant aux facteurs influençant la filtration cette fois ci choisis, on compte le 

pH, la pression, la température. De nombreux modèles tentent de décrire le 

comportement des solutés et des membranes en fonction de ces différents 

paramètres. La description des interactions entre soluté, solution et membrane 

souvent régis par les principes du transfert de masse et de mécanique des fluides 

sont difficiles à comprendre dans leur ensemble, à l’échelle méso comme 

nanoscopique (Pinelo, Jonsson, et Meyer 2009).  
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Il existe deux catégories de filtration membranaire : la filtration frontale et 

tangentielle. La filtration frontale (procédé discontinu) est souvent utilisée en 

laboratoire pour des petites quantités (jusqu’à 1 litre de liqueur), alors que la filtration 

tangentielle a été développée pour une échelle pilote et industrielle (Ramaswamy et 

Marcotte 2005). Une configuration tubulaire en filtration tangentielle continue est le 

procédé le plus adapté pour des quantités industrielles d’hydrolysat. Un des 

principaux désavantages de la filtration frontale réside dans une séparation 

incomplète entre oligosaccharides et monosaccharides malgré les pressions 

appliquées relativement élevées, des études montrent tout l’avantage d’une 

nanofiltration tangentielle pour la purification d’oligosaccharides notamment issus de 

xylanes obtenus par autohydrolyse (Goulas et al. 2002; Vegas et al. 2006). C’est 

pourquoi il est intéressant d’utiliser une nanofiltration frontale pour concentrer une 

solution de sucres en amont d’une précipitation (Feng et al. 2009). De nouveaux 

fabricants ont pris le relais concernant la production de membranes destinées à la 

nanofiltration face à l’abandon de Merck Millipore sur le sujet, une étude pertinente 

en décrit les caractéristiques et la performance (Artuğ et al. 2007). 

L’utilisation de la filtration membranaire a été très étudiée comme technique 

de purification des hydrolysats de bois mais également en bioraffinerie en général. La 

microfiltration et ultrafiltration sont connues comme outils de récupération des 

galactoglucomannanes issus de bois ou de pâte de bois d’épicéa de Norvège (S 

FIGURE 29 SCHEMA DE PROCEDE MULTI-ETAPES PAR FILTRATION MEMBRANAIRE D’UN 

AUTOHYDROLYSAT (GONZALEZ-MUÑOZ ET AL. 2013) 
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Willför et al. 2003a), (Stefan Willför et al. 2008). L’utilisation de membranes en 

cellulose régénérée (5 kDa) est assez classique pour purifier des 

galactoglucomannanes contenus dans les liqueurs de bois, avec une séparation 

complète entre oligosaccharides et monosaccharides grâce à une ultrafiltration 

frontale (Al Manasrah et al. 2012). De manière générale ce type de membranes ne 

supporte pas une température supérieure à 80°C et est étudié pour fonctionner à un 

pH compris entre 2 et 13. Dans cette étude on observe que cet outil permet de 

séparer partiellement les xylanes des mannanes, ainsi que de retirer une partie de la 

lignine soluble contenue dans les hydrolysats. L’ultrafiltration par centrifugation avec 

des membranes en  polyéthersulfone avec des seuils allant de 3 à 300 kDa a fait 

l’objet d’une comparaison à de la précipitation à l’éthanol pour la séparation de 

galactoglucomannanes dans des hydrolysats d’épicéa (Song, Pranovich, et Holmbom 

2013). En ce qui concerne l’échelle industrielle, la récupération des mannanes 

d’hémicelluloses de bois est réalisable grâce à l’ultrafiltration des effluents du 

procédé de mise en pâte mécanique d’épicéa (Stefan Willför et al. 2003). 

Une étude utilise de la diafiltration (frontale) en série avec plusieurs étapes, 

grâce à des membranes allant de 300 à 10 000 Daltons pour le fractionnement 

d’oligosaccharides issus d’autohydrolysat de Pinus pinaster (González-Muñoz et al. 

2013). Le schéma du procédé est présenté Figure 29. La filtration membranaire a un 

double rôle en tant qu’outil de purification des liqueurs de bois, il sépare les 

saccharides des impuretés de plus faible ou de plus haute masse molaire et 

fractionne également les oligosaccharides entre eux en fonction de leur masse 

molaire, mais aussi de leur taille. Dans ce contexte il est donc important de citer 

l’utilisation d’une telle technique pour la récupération et séparation 

d’oligosaccharides et de composés phénoliques également valorisables (Pinto et al. 

2017). 

I.D.4. CHROMATOGRAPHIE LIQUIDE  

 Le fractionnement des oligosaccharides par chromatographie liquide constitue 

une des étapes finales de purification des hémicelluloses du bois, car il s’agit d’une 

méthode qui permet d’isoler des fractions d’oligomères pures, en comparaison aux 

techniques présentées précédemment (Fengel et Wegener 1984; Browning 1967). 

Cette technique inclue deux catégories : la chromatographie d’échanges d’anions ou 

d’exclusion par la taille (Peng et al. 2012). La chromatographie ionique est par 

exemple utilisée pour isoler les arabinoxylanes acides solubles en milieu alcalin 

(éluant : NaOH ou NaCl) grâce à l’emploi d’une colonne en diéthyle aminoéthyle avec 

laquelle ce type d’oligosaccharide a une affinité (M. S. Dupont et Selvendran 1987), 

(Eero Sjöström 1993). La purification par échange cationique et anionique est 

également employée pour le fractionnement de galactoglucomannanes acétylés 

d’épicéa (J. Sjöström 1990; Thornton et al. 1994). Cette technique est aussi très 

connue pour le dessalage de solution aqueuse contenant des oligosaccharides. La 

force de cette technique réside dans l’élimination des impuretés de type lignine, 

extractibles ou composés lipophiles des liqueurs plutôt que dans la séparation des 

oligosaccharides entre eux (Stefan Willför et al. 2008), c’est d’ailleurs pour ce type 

d’application que la mise à l’échelle industrielle a été étudiée (Stefan Willför et al. 

2003). 
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La chromatographie d’exclusion stérique (ou à perméation de gel) est plutôt 

utilisée pour fractionner les oligosaccharides en fonction de leur masse molaire et de 

leur volume hydrodynamique, comme la filtration membranaire mais de manière plus 

précise (Stefan Willför et al. 2008). Il existe différentes échelles de purification, 

définies par le diamètre et la longueur des colonnes utilisées. Plus la colonne sera 

grande plus la quantité de produit à purifier sera importante. On trouve de la 

purification d’oligosaccharides à l’échelle analytique (Teleman et al. 2000), semi-

préparative (Liang et al. 2015), à l’échelle préparative (Djordjevic, Batley, et Redmond 

1986) (Hicks et Sondey 1987), (M Palm 2004) c’est-à-dire jusqu’au gramme de 

produit, et à l’échelle industrielle. Cette technique de purification est historiquement 

utilisée pour des applications pharmaceutiques et dans le secteur de la santé et 

l’agroalimentaire en général. Elle est donc particulièrement adaptée à la production 

de prébiotiques (Ruiz et al. 2017). Les deux principaux choix à effectuer en fonction 

du fractionnement souhaité sont le type de gel et la taille des pores du gel.  

Les gels les plus connus sur le marché pour la séparation d’oligosaccharides 

aujourd’hui sont les gels Sephadex, Superdex, Shodex, ce dernier a été employé à 

l’échelle analytique pour la séparation de charges d’oligosaccharides d’épicéa 

obtenus par traitement aux micro-ondes (Jacobs et al. 2002). Les gels Bio-Gel sont 

aussi très utilisés pour la séparation de molécules de petite taille. Les gels HW de 

chez Toyopearl, notamment le HW 40 S, utilisé pour la purification d’oligosaccharides 

d’arabinoxylanes (Shiiba et Hara 1998) ou de galacto-oligosaccharides (Sims, Craik, 

et Bacic 1997) sont connus pour la production et la purification de prébiotiques. Ils 

diffèrent principalement par leur procédé de synthèse, ce sont des lits de polymères 

réticulés souvent obtenus par copolymérisation et disposés sous formes de billes 

microscopiques.  

Par exemple, les gels Bio-Gel sont constitués de polyacrylamide alors que les 

gels HW de Toyopearl sont composés d’acide polyméthacrylique hautement 

fonctionnalisé de groupements hydroxyles. Si on compare ces deux résines, elles 

sont toutes les deux très hydrophiles et offrent une grande résolution de séparation : 

le pic correspondant à chaque masse molaire (pouvant inclure plusieurs 

oligosaccharides) est bien défini en dessous d’un certain seuil au-delà duquel il n’y a 

plus de résolution. Néanmoins le gel HW de Toyopearl offrira une plus grande 

résistance mécanique et supportera mieux la pression, et donc de plus grands débits 

d’éluant grâce à sa structure, en comparaison au Bio-Gel. A l’image de ce dernier, les 

gels Superdex, constitués de polymères de dextran et d’agarose hautement réticulés, 

sont souples et flexibles. Quant à la taille du gel, on peut généralement séparer des 

molécules allant d’une masse molaire de 102 à 106 Daltons.  

Les méthodes employées consistent globalement à cibler un intervalle de taille 

raisonnable dans lequel se trouvent la ou les molécules à purifier et adapte donc le 

nombre et la taille des colonnes à utiliser en série ou seules pour ce faire. La 

détection se fait en général par réfractométrie (par différence entre l’éluant et le 

soluté) et dans la plupart des études l’élution se fait en eau déionisée ou MilliQ, qu’il 

s’agisse d’une séparation comme d’un simple dessalage. 
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Les exemples les plus marquants pour cette étude trouvés dans la littérature 

sont la séparation d’oligosaccharides de galactoglucomannanes solubles de bas 

degré de polymérisation (entre 1 et 9) sur colonne Bio-Gel P-2 (Capek et al. 2000; 

Thomas et al. 1987), obtenus par extraction alcaline de sciure de bois d’épicéa (cf. 

Chromatogramme 1). La séparation entre arabinoxylanes chargés d’acides 

méthylglucuroniques et neutres a été réalisée sur une colonne Bio-Gel P-6 à partir 

d’un hydrolysat d’olives (Reis et al. 2003). On a aussi observé l’emploi du gel 

Superdex S30 (limite de fractionnement à 10 kDa) pour retirer les monosaccharides 

d’une liqueur obtenue par un traitement à la vapeur à 200°C pendant 2 min sur des 

copeaux d’épicéa imprégnés d’eau (M Palm 2004) à échelle préparative (diamètre de 

colonne 29 cm).  

Enfin, la séparation entre xylo-oligosaccharides neutres et chargés de peuplier 

(Teleman et al. 2000) et galactoglucomannanes d’épicéa (Lundqvist et al. 2003) a été 

obtenue à l’aide d’un montage FPLC (Fast Protein Liquid Chromatography) constitué 

d’une pré-colonne en série avec une colonne Superdex 75 et une Superdex 200, 

avec une élution en eau. Le gel Superdex 200 a une limite d’exclusion à 600 kDa et le 

Superdex® 75 à 70 kDa. Le chromatogramme obtenu par chromatographie 

d’exclusion par la taille sur le système cité ci-dessus en eau MilliQ de l’étude de 

Teleman est présenté Chromatogramme 2. On observe bien une séparation entre 

deux larges pics obtenus par réfractrométrie (trait plein), nommé fraction 2 et 3 (co-

éluées) et fraction 10, correspondant respectivement aux xylanes chargés élués en 

premier et neutres élués dans un second temps, du fait de leur plus faible volume 

hydrodynamique.  

CHROMATOGRAMME 1 OBTENU APRES SEPARATION PAR PERMEATION DE GEL ET DETECTION 

REFRACTOMETRIQUE SUR COLONNE BIO-GEL P-2 DE GALACTO-OLIGOSACCHARIDE (CAPEK ET AL. 

2000) 
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 Ces techniques sont dites à lit fixe, conventionnel, d’autres méthodes de 

purification chromatographiques ont été rapportées : la chromatographie continue 

annulaire préparative pour la purification de plusieurs grammes de fructo-

oligosaccharides ou encore la chromatographie de partition par centrifugation pour le 

fractionnement de xylanes de boulot (Finke et al. 2002; Lau 2012). 

I.E. METHODES ANALYTIQUES POUR LA CARACTERISATION DES 

HYDROLYSATS DE BOIS PURIFIES 

Il existe plusieurs stades de purification, selon les caractéristiques des 

molécules à isoler. Les différentes méthodes de purification décrites dans la partie 

précédente peuvent servir à la séparation entre sucres et impuretés, mais aussi entre 

sucres de différentes natures et structures. Ces étapes sont nécessaires à l’analyse 

et la caractérisation de tout ou partie des monosaccharides, oligosaccharides et 

polysaccharides contenus dans les liqueurs de bois. Il peut être nécessaire 

d’employer plusieurs techniques afin de déconstruire complètement le ou les 

polysaccharides à étudier et pouvoir l’analyser entièrement. Plusieurs stratégies ont 

été mises en place, notamment grâce à des méthodes destructives, afin de 

déterminer la composition osidique, la position des liaisons glycosidiques entre 

monomères et la configuration des atomes engagés dans ces liaisons, la quantité, 

l’occurrence et la position des groupes fonctionnels de substitution des 

polysaccharides (leurs ramifications), et enfin leur taille et leur masse molaire (Q. 

Guo, Ai, et Cui 2018). Autrement dit, il existe tout un panel de techniques analytiques 

utilisées et développées pour la caractérisation des sucres du bois, comme les 

polysaccharides d’hémicelluloses, une liste non exhaustive est présentée dans cette 

partie (cf. Figure 30). 

CHROMATOGRAMME 2 OBTENU APRES SEPARATION DE XYLO-OLIGOSACCHARIDES DE 

PEUPLIER PAR EXCLUSION STERIQUE COUPLEE A UN DETECTEUR REFRACTOMETRIQUE 

(TRAIT PLEIN) SUR DEUX COLONNES SUPERDEX (S200 ET S75 EN SERIE) (TELEMAN ET 

AL. 2000) 
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I.E.1. CHROMATOGRAPHIE ANALYTIQUE 

 La chromatographie est un outil qui permet de séparer les hydrates de 

carbone en fonction de leur nature chimique et de leur taille. Le principe de cette 

technique est basé sur l'interaction entre les hydrates de carbone, une phase dite 

stationnaire et une phase dite mobile. La phase stationnaire constitue une colonne 

chromatographique, et la phase mobile est représentée par l'éluant qui peut être 

liquide ou gazeux. Les saccharides migrent à travers la phase stationnaire grâce au 

transport imposé par le débit de l'éluant sous pression. On parle de chromatographie 

d’échelle analytique car la pression appliquée sur les colonnes peut atteindre jusqu’à 

400 bars, les quantités de soluté injectées sont de l’ordre du microgramme et 

l’élution ne dure en général pas plus de trois heures. Les phases mobiles peuvent 

être des solvants polaires ou apolaires, ainsi les composés hydrophiles ou 

hydrophobes seront attirés ou repoussés. Les phases stationnaires sont 

généralement constituées d'une résine polymérique sous forme de lit qui peut être 

inerte, fonctionnalisée ou greffée.  

Les propriétés physicochimiques des phases stationnaires et mobiles 

déterminent leur affinité au soluté (échantillon à analyser). L'affinité plus ou moins 

grande du soluté avec la phase stationnaire détermine son temps de rétention. Le 

temps de rétention est la réponse unique d'un composé chimique et permet donc sa 

différenciation. En d'autres termes il s'agit du temps nécessaire à cette molécule pour 

être exclu de la colonne chromatographique. Une fois que le composé est sorti, il est 

dit élué, il arrive devant un détecteur, dont le signal permet d’obtenir un 

chromatogramme, comme présenté Chromatogramme 3 (E. Sjöström et Alén 1999). 

FIGURE 30 SCHEMA ORGANISATIONNEL STRATEGIQUE GLOBAL DE CARACTERISATION DES 

POLYSACCHARIDES (Q. GUO, AI, ET CUI 2018) 
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Il existe différents moyens de détection adaptés à la nature de la phase 

stationnaire et de la phase mobile, mais également de la molécule à analyser. De 

manière générale, la quantification d’un composé passe par la détermination de l’aire 

sous le pic correspondant à son temps de rétention. Et dans tous les cas, il est 

nécessaire de réaliser une gamme étalon de composés standards pour une 

calibration.   

I.E.1.a. CHROMATOGRAPHIE LIQUIDE D’ECHANGE D’IONS (HPAEC - PAD) POUR LA 

QUANTIFICATION DES OLIGOSACCHARIDES ET DES MONOSACCHARIDES 

 La chromatographie d'échange d'ions est basée sur l'attraction des charges 

contraires. Les résines échangeuses d’anions comportent donc des groupes 

fonctionnels de charges positives et de cations des charges négatives. Cette 

méthode permet donc de séparer des espèces à l’état ionisé. Le soluté est rendu 

ionique grâce au pompage d’un éluant de type tampon qui régule le pH. Il s’agit 

d’une compétition d’affinité entre les contres charges apportées par le solvant et les 

charges du soluté avec la phase stationnaire. Les interactions mises en jeu sont 

principalement électrostatiques. Il est possible d’utiliser un éluant de concentration 

constante (élution isocratique) lorsque la différence de pKa entre espèces est 

significative. On peut aussi éluer avec un gradient de pH pour permettre de 

décrocher successivement les ions qui interagissent trop fortement avec la phase 

stationnaire et ne seraient pas exclus autrement. L’échange d’ion est généralement 

utilisé pour la quantification des monosaccharides. Concernant donc les 

oligosaccharides d’hémicelluloses du bois solubles, une hydrolyse totale est donc 

nécessaire en amont de l’analyse et peut-être réalisée par différents moyens (acide 

sulfurique, hydrochlorique, trifluoroacétique) (Capek et al. 2000). Il faut évidemment 

tenir compte des produits de dégradation engendrés par cette hydrolyse et donc 

l’adapter pour éviter une perte de certains monosaccharides si l’on souhaite effectuer 

une quantification. 

CHROMATOGRAMME 3 EXEMPLE TYPIQUE DE CHROMATOGRAMME OBTENU PAR UNE CHROMATOGRAPHIE GAZEUSE DES SUCRES DU 

BOIS (EXTRAIT DE PATE KRAFT DE RESINEUX) (E. SJÖSTRÖM ET ALEN 1999) 
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La quantification par séparation des monosaccharides (neutres et acides) 

d’hémicelluloses rendus anioniques à pH basique (éluant alcalin KOH ou NaOH) sur 

des résines polystyréniques fonctionnalisées d’ammonium quaternaires (résine forte) 

est une des méthodes les plus employées aujourd’hui (Q. Guo, Ai, et Cui 2018; E. 

Sjöström et Alén 1999). Une détection particulièrement adaptée à cette méthode 

chromatographique est l’ampérométrie pulsée. Cette détection électrochimique 

consiste à rendre cationique une électrode d’or grâce à un potentiel positif imposé et 

ainsi forcer l’oxydation des saccharides (De Ruiter et al. 1992). Il s’agit d’un des 

moyens de détection les plus précis (au ng).  

I.E.1.b. CHROMATOGRAPHIE GAZEUSE D’ADSORPTION (GC - FID) POUR LA 

QUANTIFICATION DES MONOSACCHARIDES NEUTRES ET ACIDES ET LA DETERMINATION 

DES LIAISONS OSIDIQUES  

Cette technique consiste à faire migrer à travers une colonne des 

monosaccharides rendus volatils par dérivatisation, grâce à un gaz (le plus souvent 

de l’hélium pur ou de l’hydrogène) qui sera considéré comme la phase mobile. Un 

gradient de température est d’abord appliqué à la colonne puis la chromatographie 

s’effectue à haute température (jusqu’à 290°C), cette dernière est limitée par la 

dégradation de la colonne elle-même et des produits à analyser. La méthanolyse des 

hémicelluloses, hydrolyse acide en présence de méthanol, lors de laquelle des 

méthylglycosides (on observe également une méthylestérification sur les carboxyles 

des acides uroniques) sont libérés, est à effectuer en amont de la chromatographie. 

La dérivatisation consiste ensuite en une silylation des monosaccharides, et plus 

précisément une trialkylsilylation où l’alkyle utilisé est un méthyle. Le proton des 

groupes hydroxyles des méthylglycosides est remplacé par un groupement 

SiMe3.(Jacobs, Larsson, et Dahlman 2001) Un détecteur à ionisation de flamme est 

généralement utilisé en sortie de colonne (E. Sjöström et Alén 1999). Cette méthode 

a été très utilisée pour la quantification de monosaccharides d’hémicelluloses (Polari 

et al. 2012; S Willför et al. 2003a; Kilpeläinen 2015). Elle est connue pour sa 

robustesse, le grand niveau de pureté de chaque fraction avec des pics très bien 

résolus et sa capacité à séparer les isomères de sucres (plusieurs pics pour un seul 

monomère). Une méthylation associée cette fois-ci à de la chromatographie en phase 

gaz couplée à un détecteur de spectrométrie de masse (non quantitatif) est utilisée 

pour déterminer le type de liaisons entre sucres en plus de leur ratio molaire (Q. Guo, 

Ai, et Cui 2018; S Willför et al. 2003a; Sundberg et al. 1996).  

I.E.1.c. CHROMATOGRAPHIE LIQUIDE A ECHANGE DE LIGAND (HPLC - RI - UV) POUR LA 

QUANTIFICATION DES PRODUITS DE DEGRADATION DES SUCRES (ACIDES ORGANIQUES, 

COMPOSES PHENOLIQUES, FURANIQUES ET CYCLIQUES) 

 La chromatographie haute performance à échange de ligand sur des résines 

de type styrène divinylbenzène sulfonées est basée sur la complexation des 

monosaccharides. On peut considérer la phase stationnaire comme une résine 

cationique, l’élution se fait en eau ou en acide diluée et plusieurs moyens de 

détections peuvent être utilisés. La spectrométrie UV-visible est utile pour les 

molécules qui absorbent dans cet intervalle de longueur d’onde et la réfractométrie 

basée sur le changement d’indice de réfraction entre l’éluant et le soluté et dont le 
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signal est proportionnel à la concentration en soluté. Cette technique est souvent 

utilisée pour la quantification des impuretés (Kilpeläinen 2015; Boucher, Chirat, et 

Lachenal 2014). Ce que l’on nomme ici impuretés a été déterminé plus haut et réunit 

les produits de dégradation des monosaccharides formés lors d’une autohydrolyse : 

furfural, hydroxyméthylfurfural, acide lévulinique, acide formique, acide acétique. 

I.E.1.d. CHROMATOGRAPHIE LIQUIDE A PERMEATION DE GEL OU EXCLUSION PAR LA 

TAILLE (HPSEC / HPGPC - RI - UV - MALS) POUR LA DETERMINATION DE LA MASSE 

MOLAIRE MOYENNE DES OLIGOSACCHARIDES EN MELANGE 

 Cette technique est basée sur la séparation des hydrates de carbone en 

fonction de leur taille et contrairement à celles présentées précédemment est utilisée 

pour la séparation des oligosaccharides comme des monosaccharides. Elle est 

apparue en 1959 avec la découverte d’un gel appelé Sephadex, en effet les gels 

obtenus par polymérisation d’agarose et de dextran sont préférés pour la séparation 

des hémicelluloses solubles (E. Sjöström et Alén 1999). Le degré de réticulation du 

polymère qui constitue le lit fixe de la colonne détermine la taille de ses pores. Le 

temps de rétention du soluté est alors moins basé sur son affinité chimique avec la 

phase stationnaire que sur son volume hydrodynamique et sa capacité à pénétrer ou 

non les macro et micropores du gel de la colonne. Plus les molécules sont grosses 

en solution, moins elles interagissent avec la phase stationnaire et plus vite elles en 

sont exclues.  

L’ajout d’un détecteur à diffusion de lumière à trois angles, d’un détecteur 

réfractométrique et d’un viscosimètre en sortie de colonne permet le calcul de la 

masse molaire des oligosaccharides injectés dans la colonne. Le couplage de la 

chromatographie à perméation de gel avec plusieurs détecteurs est la méthode la 

plus utilisée pour la détermination approximative de la masse molaire des 

hémicelluloses solubles contenues dans les liqueurs de bois (Q. Guo, Ai, et Cui 2018; 

Mehmet Sefik Tunc et van Heiningen 2011; Reyes et al. 2013; Song et al. 2008). 

Comme on voit sur la Figure 31, la distribution de masses des hémicelluloses dans 

les autohydrolysats de bois est souvent large et illustre un milieu très polydispersé.  

FIGURE 31 DISTRIBUTION DE MASSE DES AUTOHYDROLYSATS DE BOIS FEUILLUS OBTENUS A DIFFERENTES 

TEMPERATURES : 130, 140, 150, 160 ET 170°C (MEHMET SEFIK TUNC ET VAN HEININGEN 2011) 
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On observe également l’influence de la sévérité croissante du traitement 

(température allant de 130 à 170°C) sur la masse molaire moyenne qui a tendance à 

diminuer (Mehmet Sefik Tunc et van Heiningen 2011). De plus, la lignine soluble co-

élue avec les saccharides, c’est pourquoi le calcul de la masse molaire moyenne n’a 

pas vraiment de sens, à moins que des purifications successives soient appliquées à 

l’hydrolysat. Par exemple des précipitations graduelles à l’aide d’un ou plusieurs 

solvants (Pranovich, Holmbom, et Willför 2016), ou encore des filtrations 

membranaires sur différents seuils de coupure (Swennen et al. 2005), ou bien la 

combinaison de ces deux techniques de purification (Song, Pranovich, et Holmbom 

2013) suivie d’une chromatographie à perméation de gel ou d’exclusion.  

I.E.1.e. AUTRES TECHNIQUES CHROMATOGRAPHIQUES 

L’électrophorèse capillaire basée sur une séparation électrochimique et 

cinétique d’un soluté à travers un tube placé entre deux solutions tampons sous 

l’action d’un champ électrique a été également très étudiée pour les mono et 

polysaccharides (Guttman 1997; Volpi, Maccari, et Linhardt 2008). Encore, la 

chromatographie de phase inverse qui met en jeu des interactions hydrophobes a 

aussi été très utilisée pour la séparation des sucres (Harazono et al. 2011). 

Néanmoins, il s’agit de méthodes nécessitant une longue et fastidieuse dérivatisation 

impliquant la mise en place de nombreuses réactions chimiques avec des produits 

dangereux pour l’environnement (Q. Guo, Ai, et Cui 2018), à l’image de la 

chromatographie en phase gaz.  

I.E.2. SPECTROMETRIE  

I.E.2.a. SPECTROMETRIE DE MASSE POUR LA DETERMINATION DE LA MASSE MOLAIRE 

EXACTE D’UN OLIGOSACCHARIDE ET DE SA COMPOSITION CHIMIQUE 

MATRIX ASSISTED LASER DESORPTION FOR IONIZATION TIME OF FLIGHT MASS SPECTROMETRY MALDI-TOF MS 

Cette technique inventée dans les années 1980 est aujourd’hui un outil majeur 

pour la caractérisation des oligo et polysaccharides de quelque origine qu’ils soient 

(Tanaka et al. 1988; Karas, Bachmann, et Hillenkamp 1985 ; Handberg et al. 2015). 

L’utilisation d’une matrice est nécessaire à la bonne séparation des différents 

hydrates de carbone qui composent l’analyte ainsi qu’à leur ionisation grâce au 

transfert d’un proton ou d’un ion (K+, Na+, NH4+...). En général, après une co-

cristallisation entre la matrice et l’échantillon à analyser, un laser infrarouge vient 

ioniser le tout sous forme de gaz, cf. Figure 32.  

Les oligosaccharides « volent » ensuite dans un tube par lequel ils sont 

accélérés, c’est leur vitesse qui les distingue, elle-même proportionnelle à leur masse 

(ratio m/z, z étant la charge de l’ion). Le détecteur donne alors le spectre de masse 

des différents ions, les saccharides ont plutôt tendance à s’ioniser avec un atome de 

sodium Na+. C’est pourquoi au calcul des masses molaires de chaque pic est ajouté 

la masse du sodium (Harvey 1996).  
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On peut donc avoir accès à la composition osidique d’un oligosaccharide et au 

nombre de ses groupements fonctionnels et substituants. La taille maximale détectée 

avec cette méthode fait débat, de possibles fragmentations sont observées et il 

semble que cette technique soit limitée pour l’analyse de masses molaires 

supérieures à 300 kDa (Deery, Stimson, et Chappell 2001). 

 

Le fractionnement par chromatographie d’exclusion ou échange d’anion suivi 

d’une spectrométrie de masse est souvent utilisé pour l’analyse des hémicelluloses. 

On observe le spectre de quatre fractions différentes de xylanes d’eucalyptus purifiés 

par Kabel Spectre 1 (Kabel, Schols, et Voragen 2001). De nombreuses études 

utilisent l’association de ces deux techniques (Reis et al. 2003), (Jacobs et al. 2002), 

(Jacobs, Larsson, et Dahlman 2001), (Lau 2012). 
  

FIGURE 32 SCHEMATISATION D'UNE SPECTROMETRIE DE MASSE MALDI MS DESSINEE PAR BRUKER 
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ELECTROSPRAY IONIZATION MASS SPECTROMETRY (ESI - MS) 

Concernant la détection des petites masses molaires, les pics correspondants 

aux oligosaccharides sont souvent confondus avec les pics de la matrice en MALDI 

TOF MS, en général en dessous de 500 Da mais qui peut monter jusqu’à 1000 (S. 

Zhang et al. 2010). L’utilisation d’une ionisation par électrospray est plus adaptée à 

l’analyse des faibles masses car cette technique engendre une forte fragmentation 

des hydrates de carbone. C’est pourquoi elle sert majoritairement à l’analyse 

structurelle des monosaccharides et petits oligomères (E. Sjöström et Alén 1999). 

I.E.2.b. RESONANCE MAGNETIQUE NUCLEAIRE POUR LA DETERMINATION DE LA 

STRUCTURE, DE LA POSITION DES LIAISONS OSIDIQUES ET DE LA SEQUENCE D’UN 

OLIGOSACCHARIDE 

 L’étude des interactions électromagnétiques avec la matière utilise le 

phénomène de résonance magnétique nucléaire à des fins de caractérisation. Cette 

technique arrive en dernier lieu car son niveau de précision nécessite d’une part que 

l’analyte en question soit le plus pur possible et d’autre part qu’une bonne partie de 

ses caractéristiques physicochimiques soit déjà connue. Il convient d’employer cette 

méthode après ou en association avec celles précédemment décrites. La RMN est 

sans doute l’outil le plus développé et le plus puissant qui existe aujourd’hui pour 

déterminer la séquence d’un polysaccharide (Agrawal 1992; Bubb 2003), (Sims, 

Craik, et Bacic 1997). Il est très utilisé pour déterminer la structure des 

hémicelluloses, aussi bien de xylanes (Morais de Carvalho et al. 2017) que de 

mannanes (Xing et al. 2015), et notamment la conformation α ou β des 

monosaccharides, leur ratio molaire et la façon dont ils sont liés, leur degré de 

substitution...  

SPECTRE 1 OBTENU PAR MALDI MS DE QUATRE FRACTIONS D'OLIGOSACCHARIDES DE 

XYLANES PURIFIES PAR CHROMATOGRAPHIE A PERMEATION DE GEL (KABEL, SCHOLS, ET 

VORAGEN 2001) 
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La spectroscopie infra-rouge à transformée de Fourier à des nombres d’ondes 

caractéristiques de la résonance des hydrates de carbone (950 à 1200 cm-1) a 

également été utilisée pour la caractérisation d’hétéropolysaccharides solubles (Q. 

Guo et al. 2011; 2015). Son alliance à la RMN est parfois nécessaire. 

I.E.2.c. SPECTROSCOPIE ULTRA-VIOLET (UV - VISIBLE SPECTROSCOPY) POUR LA 

QUANTIFICATION DE LA LIGNINE SOLUBLE  

L’absorbance de la lignine est connue à 280 nm, on a donc longtemps 

quantifié la lignine par absorbance à cette longueur d’onde (G.S. Chua et Wayman 

1979; INNVENTIA 2016; M. Sefik Tunc et van Heiningen 2008). Cependant il se 

trouve que les composés de type furaniques comme le furfural absorbent également 

à cette longueur d’onde et interfèrent dans la mesure, il est donc préférable d’utiliser 

la norme TAPPI UM 250, qui mesure l’absorbance à 205 nm (Maekawa, Ichizawa, et 

Koshijima 1989; TAPPI 1991). Une étude a montré que la contribution du furfural à 

cette longueur d’onde est inférieure à 1% de la valeur donnée par la lignine, même à 

des conditions d’autohydrolyse sévères pour le mélange de bois feuillus également 

utilisé dans la présente étude (Guigon 2019). De manière générale, le pic 

d’absorbance maximum le plus haut de la lignine acide soluble, présente dans les 

liqueurs de bois, est située entre 200 et 205 nm, intervalle dans lequel la contribution 

du furfural et de l’hydroxyméthylfurfural est faible (E. Sjöström et Alén 1999). De plus, 

à 280 nm le deuxième maximum d’absorption de la lignine est beaucoup plus bas, 

c’est pourquoi à 205 nm une dilution est souvent nécessaire. 

Les groupes acides 4-O-méthylglucuroniques peuvent également être 

quantifiés par colorimétrie (Blumenkrantz et Asboe-Hansen 1973) (Sanglard 2013) 

mais cette méthode ne permet pas de connaître leur liaison aux autres saccharides 

contrairement à la GC-MS. De plus il s’agit d’un protocole long utilisant beaucoup de 

produits chimiques. Enfin, le dosage colorimétrique Dubois est utilisé pour la 

quantification des saccharides solubles totaux, cependant cette méthode n’est pas 

pertinente étant donné que l’hydrolysat absorbe dans l’UV et le visible du fait de sa 

composition chimique et que l’on souhaite quantifier plus précisément la nature de 

chaque sucre. 
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CONCLUSIONS REVUE DE LITTERATURE 

L’exploitation de la biomasse végétale prend de multiples formes et dépend de 

la ressource utilisée comme du produit fini. Les liqueurs de bois qui font l’objet de la 

présente étude sont obtenues par un procédé nommé autohydrolyse ou hydrolyse 

acide catalysée appliquée dans le cadre d’une bioraffinerie lignocellulosique en 

amont du procédé papetier. Ce procédé propre conduit à la solubilisation des 

oligosaccharides voire des monosaccharides issus des hémicelluloses grâce à leur 

propre acidité. Là encore, le choix de l’application dépend de la composition des 

hydrolysats, et donc des conditions d’extraction comme de l’essence de bois. Ces 

liqueurs complexes car également constituées de produits de dégradation et de 

lignine soluble et solide, nécessitent de nombreuses étapes de purification, pour leur 

propre caractérisation et l’isolation de biomacromolécules d’intérêt. 

C’est grâce à la multiplication des techniques de purification (précipitation à 

l’éthanol et ultrafiltration étant les plus utilisées pour les autohydrolysats de bois 

aujourd’hui) et l’association des différentes méthodes analytiques que l’élucidation de 

la structure des oligosaccharides d’hémicelluloses est possible. La chromatographie 

liquide haute performance d’échange d’anions et la chromatographie en phase 

gazeuse sont parmi les plus adaptées à l’analyse de la composition osidique de ce 

type d’échantillon. Pour connaitre la masse molaire, la structure et la séquence d’un 

oligosaccharide, on utilise en général de la chromatographie d’exclusion stérique 

puis de la spectrométrie de masse et infrarouge alliées à de la résonance magnétique 

nucléaire. L’analyse des impuretés d’un hydrolysat de bois passe aussi par de la 

chromatographie liquide d’exclusion d’ions et de la spectroscopie UV-visible. Deux 

exemples typiques de schéma de méthodes à suivre pour la purification et la 

caractérisation des hémicelluloses extraites par autohydrolyse, hydrolyse acide, 

traitement à la vapeur ou micro-ondes sont présentés Figure 33. Sur ces schémas on 

observe que Tunc (a) et Palm (b) ont utilisé une grande partie des techniques 

présentées dans ce chapitre (Mehmet Sefik Tunc et van Heiningen 2011; Magnus 

Palm et Zacchi 2003).  

La voie d’extraction des hémicelluloses choisie dans ce projet est 

l’autohydrolyse, pour des raisons écologiques et économiques. Il s’agit bien du 

procédé le plus durable et le plus propre déjà appliqué à échelle industrielle et de 

manière intégrée, en termes de solubilisation d’hétéropolysaccharides issus du bois. 

C’est sans doute également, un des procédés qui, une fois optimisé, dégrade le 

moins les hémicelluloses. L’application majeure visée pour les oligosaccharides ainsi 

extraits dans ce contexte se niche dans le secteur pharmaceutique, nutraceutique et 

médical. En trame de fond vient la comparaison permanente entre essence de bois 

utilisée et sévérité d’autohydrolyse comme paramètres impactant la composition et 

les propriétés des liqueurs obtenues. 
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FIGURE 33 PRESENTATION DE DEUX ORGANIGRAMMES SOUS FORME DE SCHEMA DE PRINCIPE POUR L'EXTRACTION ET LA VALORISATION DES 

OLIGOSACCHARIDES D’HEMICELLULOSES GRACE A LA CARACTERISATION DES HYDROLYSATS DE BOIS (MEHMET SEFIK TUNC ET VAN HEININGEN 

2011; MAGNUS PALM ET ZACCHI 2003) 
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 Deux mélanges industriels de bois résineux et feuillus utilisés pour la 

production de fibres cellulosiques sont étudiés, ainsi que deux températures 

d’extraction, choisies par leur prépondérance dans l’industrie comme dans le milieu 

scientifique pour l’autohydrolyse des copeaux de bois. Nous souhaitons définir un 

modèle réunissant plusieurs techniques de purification et différentes méthodes 

d’analyse déjà connues. Ainsi, la conception d’une approche de caractérisation 

globale et adaptée aux propriétés de chaque hydrolysat constitue le fil conducteur de 

ce projet.  

En premier lieu est présentée l’étude de la nanofiltration et de l’ultrafiltration 

frontales sur membranes de cellulose régénérée, à différents seuils de coupure, des 

hydrolysats de bois. Ensuite vient le deuxième chapitre concernant la détoxification 

des liqueurs par adsorption au charbon actif, seule ou combinée à de la filtration 

membranaire, et leur modification par hydrolyse enzymatique. Enfin, la troisième 

partie porte sur les résultats expérimentaux de purification et de fractionnement des 

échantillons, obtenus grâce aux essais du deuxième chapitre, par chromatographie 

liquide d’exclusion stérique (gel filtration). Au fil des chapitres l’objectif est d’accroître 

la pureté d’un mélange ou d’une famille d’un ou plusieurs oligosaccharides 

différenciés par leur nature et leur structure chimique, leur taille et leur masse 

molaire.  
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CHAPITRE II 

MATERIELS ET METHODES 

 

II.A. MATIERES PREMIERES 

II.A.1. MELANGE INDUSTRIEL DE COPEAUX DE BOIS 

Le bois de résineux utilisé pour cette étude a été fourni par l’usine Fibres 

Excellence de Tarascon (Bouches-du-Rhône, France), il s’agit d’un mélange 

composé à 35% de Pin Sylvestre, 24% de Pin Noir, 18% de Pin d’Alep, 16% de Pin 

Douglas et 7% d’Epicéa. Lucie Boiron et Jérémy Boucher ont étudié la composition 

de ce mélange de bois résineux durant leurs travaux de thèse au LGP2, présentée 

dans le Tableau 3 ci-dessous. 

TABLEAU 3 COMPOSITION EN G POUR 100 G DE BOIS SEC DU MELANGE DE RESINEUX 

 

Tandis que le mélange de bois feuillus constitué à 47% de peuplier (Populus 

alba L.), 24% de hêtre (Fagus sylvatica L.), 17% de chêne (Quercus robur L.) et 12% 

de châtaignier (Castanea sativa Mill.) provient de l’usine Fibres Excellence située à 

Saint Gaudens, France. Des travaux de thèse ont également été réalisés sur l’étude 

de la préhydrolyse du même mélange de bois feuillus précédemment au laboratoire 

par Hélène Curmi et Valentin Guigon. La Tableau 4 donne la composition en g pour 

100g de bois sec, provenant directement de leur résultats expérimentaux. 

TABLEAU 4 COMPOSITION EN G POUR 100 G DE BOIS SEC DU MELANGE DE FEUILLUS 

 

 

 

 

 

 

 

 

 (Boucher, Chirat, et Lachenal 2014) (Boiron 2012) 

Cellulose  37,6 ± 0,7 39 

Arabinoxylanes  6,9± 0,8 6,1 

Galactoglucomannanes  14,6 ± 0,7 15,7 

Groupes acétyles  1,3 ± 0,01  - 

Lignine de Klason  27,9 ± 0,5 26,7 

Lignine soluble  0,35 ± 0,02 - 

Extraits  2,5 ± 0,5 2,5 

 (Guigon 2019) (Curmi 2018) 

Cellulose  48,4 ± 2,4 47,8 

Xylanes  18,9 ± 1,0 20,9 

Glucomannanes  6,2 ± 0,3 5,3 

Groupes acétyles  3,1 ± 0,2 3,0 

Lignine de Klason  23,7 ± 1,20 23,7 

Lignine soluble  2,2 ± 0,1 3,3 

Extraits  2,5 ± 0,1 2,0 
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 La large distribution en taille des copeaux présente des dimensions 

hétérogènes qui varient entre 2 et 7 cm de longueur, 1 et 4 cm de largeur et 0,5 et 

1,5 cm d’épaisseur. Les morceaux d’écorce et les nœuds présents dans le mélange 

peuvent altérer l’homogénéité de la réaction d’autohydrolyse, ces derniers ont donc 

été retirés à la main des lots utilisés. Ces mélanges industriels sont typiquement 

représentatifs de la matière première utilisée pour la production de pâte à papier et y 

sont d’ailleurs destinés. 

Les copeaux ont été disposés dans des sacs plastique thermoscellés et 

congelés à -18°C à l’abri de l’humidité et de la lumière. La siccité de chaque lot a été 

systématiquement mesurée après décongélation lente et avant utilisation, en triplica 

selon la norme NF V 03–903.  

 

II.A.2. PATE DE FEUILLUS BLANCHIE 

  La pâte de feuillus utilisée dans cette étude est composée de celullose 

à 76,3% et d’hémicellulose à 23,7%, parmi lesquelles on trouve 91,7% de xylanes et 

8,3% de galactoglucomannanes et a également été fournie par Fibres Excellence en 

containeurs de 40kg humide. Cette pâte a été blanchie selon une séquence ODEDD 

et n’a pas été séchée. A réception la pâte a été lavée plusieurs fois et filtrée jusqu’à 

obtention d’une eau claire en sortie. A la suite de quoi elle a été centrifugée pour être 

stockée à une siccité comprise entre 30 et 40% dans des sacs plastique 

thermoscellés de 200g à -18°C. 

II.B. PROCÉDÉS D’EXTRACTION 

II.B.1. AUTOHYDROLYSE 

Avant chaque extraction par préhydrolyse du bois, la siccité des copeaux 

humides est calculée en tripliqua selon l’équation (1). Les copeaux sont décongelés, 

puis placés à l’étuve à 105°C (par lot d’environ 30g) durant 24 et 48 h. Ainsi la siccité 

est calculée à deux temps de séchage pour s’assurer que les copeaux sont bien 

secs, il s’est avéré dans la plupart des cas que 24 h suffisent. 

𝑆𝑖𝑐𝑐𝑖𝑡é (%) = 100 ×
𝑀𝑎𝑠𝑠𝑒 𝑠è𝑐ℎ𝑒

𝑀𝑎𝑠𝑠𝑒 ℎ𝑢𝑚𝑖𝑑𝑒
                                          (1) 

Le lessiveur rotatif pilote ERTAM a été utilisé pour l’extraction solide liquide 

des hémicelluloses contenues dans le bois. Il est composé de six obus en acier 

inoxydable d’une contenance de 3,3 litres, chacun capable de supporter 8 bars de 

pression et équipé de thermomètres. Un bain d’huile thermorégulé dans lequel sont 

immergés les six obus en rotation permanente permet d’amener le réacteur à la 

température souhaitée. Ainsi, les six obus peuvent être utilisés en parallèle à 

condition que le profil de température choisi ainsi que leur masse soient identiques.  
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Chaque obus préalablement lavé et séché, est rempli de copeaux de bois 

humides (entre 150 et 300 g) et complété d’eau distillée en respectant un ratio 

liqueur sur bois (L/B) de 4 pour chaque essai (cf. équation (2)). La masse de liquide 

comprend l’eau présente dans les copeaux de bois humides préalablement calculée 

par différence de masse après séchage. 

𝐿/𝐵 (%) =
𝑀𝑎𝑠𝑠𝑒 𝑑𝑒 𝑙𝑎 𝑝ℎ𝑎𝑠𝑒 𝑙𝑖𝑞𝑢𝑖𝑑𝑒 

𝑀𝑎𝑠𝑠𝑒 𝑑𝑒 𝑙𝑎 𝑝ℎ𝑎𝑠𝑒 𝑠𝑜𝑙𝑖𝑑𝑒
                                   (2) 

Les obus sont ensuite scellés à l’aide de collier de serrage métallique afin d’être 

fermés hermétiquement par vissage pneumatique. Au temps t0 le réacteur est à 

température ambiante. Une rampe de 30 min de montée est appliquée via un logiciel 

pour atteindre une température T Plateau (°C), cette consigne est maintenue durant 60 

min pour chaque extraction. Une fois que la réaction d’autohydrolyse a eu lieu le 

réacteur est refroidi, il faut attendre 30 min pour que la température du bain atteigne 

de nouveau 25°C. Le même profil de température est appliqué pour chaque 

extraction, seule T Plateau prendra deux valeurs différentes : 150 et 170°C. Le pression 

à l’intérieur des obus est déterminée par la température de travail.  

A la fin de chaque batch, les liqueurs (hydrolysats de bois) sont filtrées sur 0,2 

µm et séparées des copeaux préhydrolysés, puis centrifugées trois fois à 4000 rpm 

durant 1 h, à l’aide d’un appareil SIGMA 3 – 16 P comportant 4 socles dans lesquels 

des récipients coniques avec couvercle à vis (et joint hermétique) sont introduits. 

Dans chaque cône doit être versée la même masse d’hydrolysat, afin que tous les 

supports (cône, couvercle et socle) pèsent la même masse, à 0,1 g près, de l’eau 

distillée peut être introduite entre le socle et le cône. Ces centrifugations successives 

ont été appliquées à chaque hydrolysat dans le but d’éliminer la lignine solide et les 

composés insolubles dans la liqueur. Les liqueurs sont stockées entre 2 et 5°C à 

l’abri de la lumière dans des bouteilles en verre fermées pour une utilisation sous 5 

jours, pour une plus longue durée de conservation elles sont congelées à -18°C. 

 Le culot de centrifugation, constituant la partie solide de la lignine extraite, est 

récupéré pour être lyophilisé et pesé. Additionné à la masse sèche des copeaux 

préhydrolysés (une siccité en tripliqua a été effectuée sur les copeaux après 

autohydrolyse pour chaque batch), on peut déterminer la quantité totale de matière 

sèche après réaction. Selon l’équation (3), on obtient le rendement de préhydrolyse 

en divisant cette dernière par la masse sèche de bois initialement introduite dans le 

réacteur : 

𝑅𝑒𝑛𝑑𝑒𝑚𝑒𝑛𝑡 (%) = 100 ×
𝑀𝑎𝑠𝑠𝑒 𝑠è𝑐ℎ𝑒 𝑎𝑝𝑟è𝑠 𝑟é𝑎𝑐𝑡𝑖𝑜𝑛

𝑀𝑎𝑠𝑠𝑒 𝑠è𝑐ℎ𝑒 𝑎𝑣𝑎𝑛𝑡 𝑟é𝑎𝑐𝑡𝑖𝑜𝑛
                           (3) 

Le Tableau 5 donne le récapitulatif de toutes les extractions réalisées, ainsi que 

le calcul du rendement (%). En premier lieu, six autohydrolyses de bois résineux ont 

été effectuées à 170°C afin d’observer la répétabilité de la réaction, suite au calcul du 

coefficient de variation (4%) il a été décidé de faire seulement quatre essais à 150°C 

(2,4%). Enfin, deux préhydrolyses uniques de bois feuillus sont réalisées à 150 et 

170°C. 
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TABLEAU 5 RECAPITULATIF DES ESSAIS D'AUTOHYDROLYSE REALISES AVEC LE LESSIVEUR 

 

II.B.2. HYDROLYSE ENZYMATIQUE 

Ce travail a été fait en collaboration avec Jahan Golestani. Dans cette partie 

l’objectif est de couper aléatoirement les chaines d’hémicelluloses solubles présentes 

dans les hydrolysats de bois afin d’en diminuer le DP moyen à l’aide de deux 

enzymes. Une solution commerciale d’endomannanase (NS-51180, activité 

enzymatique : 0,06 MIUM/g) et une d’endo-1,4-xylanase (NS-51164, activité 

enzymatique : 5200 FXU/g). Les quantités d’enzymes appliquées pour ces 

traitements sont basées sur les recommandations de Novozyme, soit une 

concentration de 5µl de xylanase et 500µl de mannanase par gramme de masse 

sèche d’hémicellulose pure. Les conditions optimales pour ces enzymes se situent à 

une température de 75°C et un pH 6. Des essais préliminaires sur un hydrolysat de 

feuillus réalisés en 2018 ont amené à la conclusion qu’il serait intéressant de tester 

l’action simultanée des deux enzymes pour observer une éventuelle synergie.  

L’hydrolysat de résineux brut extrait à 170°C (SW170), après centrifugation 

pendant 1h à 4200 tr.min-1, a été filtré sous vide par Buchner avec un filtre à 0,2 µm 

puis lyophilisé afin de retirer la partie insoluble de la lignine et les solides en 

suspension. Le milieu réactionnel est constitué de 500 mg d’hydrolysat sec dans un 

volume total de 100 ml d’eau distillée, soit à une concentration de 5 g/l dans une 

bouteille en verre hermétique. Le pH est ajusté à 6 grâce à l’ajout de quelques 

gouttes de NaOH à 1M et la température du bain thermostaté dans lequel les 

bouteilles en verre fermées hermétiquement contenant le milieu réactionnel sont 

disposées est maintenue à 75°C. L’agitation magnétique est fixée à 100 tr.min-1 afin 

d’éviter de casser ou de déstructurer les enzymes. Ici, la pureté en sucre de 

l’hydrolysat ayant été déterminée par GC FID à 60% (coefficient de variation 8%), la 

masse sèche de sucre d’hémicelluloses vaut 300mg. Ainsi, 1,5µl de solution de 

xylanase et 150µl de solution de mannanse ont été introduits dans le milieu 

réactionnel. A la fin du temps d’incubation (deux temps ont été sélectionnés : 15 min 

et 1h), les bouteilles contenant l’hydrolysat sont placées dans un bain marie porté à 

ébullition durant 15 min afin d’inhiber les enzymes et mettre fin à la réaction.   

T Plateau °C Matière première Rendement % 

150 Mélange résineux 89,7 

150 Mélange résineux 94,7 

150 Mélange résineux 93,8 

150 Mélange résineux 92,6 

170 Mélange résineux 89,6 

170 Mélange résineux 81,3 

170 Mélange résineux 82,9 

170 Mélange résineux 88,7 

170 Mélange résineux 84,7 

170 Mélange résineux 82,4 

170 Mélange feuillus 82,3 

150 Mélange feuillus 94,9 
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L’hydrolysat de feuillus extrait à 150°C et ultrafiltré sur 500 Da a été également 

été traité mais selon un protocole différent. De ce rétentat a été éliminé 60% de la 

lignine soluble initiale dans l’hydrolysat et la quasi-totalité des monomères. Une 

filtration assez longue a permis d’éliminer 100% des autres composés inhibiteurs tel 

que les petits acides organiques, le furfural et l’hydroxymethylfurfural, afin d’optimiser 

l’action des enzymes. Les mêmes conditions de température, d’agitation, de 

concentration et de pH que celles décrites dans le paragraphe précédent ont été 

utilisées. La différence réside dans l’emploi séparé de chaque enzyme et le temps de 

réaction. Pour chaque temps de réaction, respectivement choisi à 10 min, 30 min, 1 h 

et 8 h, deux milieux réactionnels sont créés séparément, un avec la xylanase et un 

autre avec la mannanase, dans les mêmes concentrations que décrites 

précédemment. Des contenants séparés sont préférés à des prélèvements réguliers 

afin d’éviter de perturber le milieu réactionnel. 

II.C. PURIFICATION 

II.C.1. ULTRAFILTRATION 

Les autohydrolysats ont été ultrafiltrés afin de subir une séparation basée sur la 

masse moléculaire des oligosaccharides (Beaufils 2019), selon un procédé de 

diafiltration à volume constant. Pour ce faire, des membranes Ultracel de chez Merck 

Millipore (référence : YC05, diamètre : 63.5mm, CAT N° 13032) en acétate de 

cellulose à quatre seuils de coupure différents ont été utilisées : 500, 1000, 3000 et 

5000 Da.  Les filtrations sont toutes réalisées en dupliqua, dans les mêmes 

conditions. Pour la plupart des expériences, le rétentat est conservé pour analyse. 

Certains perméats sont réutilisés pour être ultrafiltrés et devenir à leur tour un 

rétentat : cette technique permet d’obtenir la fraction de l’hydrolysat filtré entre deux 

seuils de coupure membranaire. Ainsi, les hydrolysats bruts et traités au charbon actif 

ont subi une ou plusieurs filtrations. 

Le dispositif comporte un contenant en inox de 5L avec une entrée reliée à un 

tuyau d’air comprimé dont la pression est fixée à 3 bars maximum et une sortie reliée 

à l’entrée de la cellule d’ultrafiltration d’une contenance de 200ml. Un bouchon 

présent sur le dessus de la cocotte joue le rôle de soupape, lorsqu’on veut « purger » 

l’appareil c’est-à-dire retirer l’air comprimé du système. Après avoir été remplie d’eau 

MilliQ, la cocotte doit être refermée avec son couvercle et joint étanche, et les tuyaux 

d’alimentation à l’aide d’une clé de serrage. La cellule d’UF est enfermée dans un 

socle en plastique, afin de maintenir l’étanchéité aussi bien au-dessus qu’en dessous 

de la membrane, et placée sous agitation à l’aide d’une pâle magnétique tournant à 

375rpm. La pression pousse l’eau vers la cellule, il s’agit d’une ultrafiltration frontale. 

Pour concentrer le rétentat, solution surnageant la membrane, il suffit de court-

circuiter le système qui fait entrer l’eau dans la cellule, afin d’y faire entrer 

directement l’air comprimé, sans passer par la cocotte (actionnement du bouton 

liquide→gaz).  
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Lors de l’allumage du système, il est nécessaire de se placer en gaz, pour 

ensuite ouvrir la vanne d’air comprimé, et constater l’écoulement en sortie de cellule 

avant de basculer en liquide. Cette action permet également de purger le système. 

Avant chaque filtration, le système est lancé avec une solution éthanol/eau dans un 

ratio volumique de 10% durant au moins 3 h. Malgré cette étape, certains 

échantillons de feuillus (autohydrolyse à 150°C) ont subi une contamination lors de 

leur filtration. Pour ce type d’échantillon il a donc été décidé d’ajouter de l’éthanol 

dans un ratio volumique de 5% à l’eau contenue dans le dispositif de filtration. Le 

niveau du rétentat dans la cellule d’ultrafiltration est régulièrement surveillé de sorte 

que le volume reste constant. Le pH en sortie de cellule est également mesuré à 

intervalles de 6h en moyenne. C’est lorsque ce dernier atteint au moins 5, ce qui 

correspond à 2 l de perméat et environ 3 jours de filtration en continu, que le 

dispositif est stoppé. Afin d’arrêter le dispositif, il faut passer en gaz, arrêter 

l’agitation, fermer la vanne d’air. Le joint piston (sous le couvercle supérieur de la 

cellule), doit être délicatement retiré, après avoir dévissé le tuyau d’arrivée d’air dans 

la cellule. Après chaque filtration l’ensemble du système est rincé à l’eau MilliQ. Les 

filtrations sont plus longues lorsque les seuils de coupure des membranes sont plus 

petits, notamment à 1 kDa et 500 Da. 

II.C.2. TRAITEMENT AU CHARBON ACTIF  

Du charbon actif granulé (CAS 7440440) a été ajouté à l’hydrolysat à hauteur 

de 30 et 50 g.l-1, afin de le détoxifier en partie. Toutes les expérimentations ont été 

réalisées à température ambiante, durant 2 h, sous agitation magnétique. A la fin de 

chaque traitement le charbon actif est séparé de l’hydrolysat traité par trois 

centrifugations successives de 1 h à 4200 tours par minute, puis filtré sous vide par 

Buchner avec un filtre à 0,2 µm de taille de pores. Des essais préliminaires à 20 g.l-1 

ont été réalisés afin de tester quatre charbons actifs différents : Le Chemviron F400, 

le Norit Darco 12x20, le Norit Darco 10x20 et le Desotec Organosorb 10-AA, dont les 

caractéristiques sont présentées dans le Tableau 6. Une fois le meilleur charbon actif 

sélectionné, chaque hydrolysat a été traité à deux concentrations 30 et 50 g.l-1 (sauf 

l’hydrolysat de résineux extrait à 150°C). 

TABLEAU 6 SPECIFICATIONS DES QUATRE CHARBONS ACTIFS UTILISES DANS CETTE ETUDE 

 

Chemviron 

Filtrasorb 

400 

Norit Darco 

12x20 

Norit Darco 

10x20 

Desotec 

Organosorb 

10 

Indice d’iode (mg/g)  1050 650 1000 1010 

Surface spécifique (m²/g) 1050 - 1200 650 1000 950 

Taille (mm) 0,425 – 1,7 0,84 – 1,7 0,84 – 2,0 0,6 – 2,36 

Diamètre moyen (mm) 1,0 1,3 1,4 1,5 

Taille effective (mm)  0,55 – 0,75 0,7 – 1,0 0,80 – 1,1 0,7 – 1,0  

Taille en Mesh 12x40 12x20 10x20 8x30 

Source Bitume Lignite Bitume Bitume 
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II.C.3. FRACTIONNEMENT PAR CHROMATOGRAPHIE LIQUIDE 

Cette section concerne la purification par chromatographie d’exclusion stérique 

des échantillons d’hydrolysat déjà purifiés soit par traitement au charbon actif, soit 

par ultrafiltration, soit les deux. Le but de cette étape est de séparer les 

oligosaccharides contenus dans l’hydrolysat des impuretés non retirées par les deux 

précédents traitements et/ou de séparer les oligosaccharides en solution en fonction 

de leur taille (volume hydrodynamique) et de leur charge.  Les trois sections 

suivantes traitent des trois types de gel utilisés, pour lesquels plusieurs systèmes 

chromatographiques ont été montés. Chaque collecte est effectuée de la même 

façon sur chaque système avec un raque comportant une centaine de tubes à essais. 

La détection se fait par réfractométrie sur tous les systèmes étudiés. Le collecteur est 

programmé à chaque injection, en fonction du débit, du temps d’élution (connu grâce 

à une première injection) et du volume à collecter. Sur le Chromatogramme 4, on 

observe la superposition des temps de collecte pour chaque tube à essais (lignes 

verticales) sur le signal réfractométrique obtenu après séparation d’un échantillon de 

feuillus par chromatographie d’exclusion stérique sur deux colonnes BioGel P-2 

placées en série à 50°C, en eau à un débit de 0,4 ml.min-1. On comprend alors que 

chaque intervalle entre deux traits verticaux correspond à un tube, le premier tube 

recevant la première goutte en sortie de détecteur se trouvant à 200 min de temps 

de rétention c’est-à-dire le temps défini comme étant le début de l’élution. Il suffit de 

compter les tubes pour déterminer dans quel tube se trouve la fraction d’intérêt. Ici 

l’élution dure 500 minutes, elle dépend du système étudié. 

CHROMATOGRAMME 4  SIGNAL REFRACTOMETRIQUE OBTENU APRES SEPARATION PAR CHROMATOGRAPHIE D’EXCLUSION 

STERIQUE D’UN ECHANTILLON DE FEUILLUS TRAITE PAR DE LA XYLANASE SUR DEUX COLONNES BIOGEL P-2 PLACEES EN 

SERIE A 50°C, EN EAU A UN DEBIT DE 0,4 ML.MIN-1 
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Après chaque collecte, les fractions sont réunies dans des ballons en verre pour être 

lyophilisées et enfin pesées sur une balance de précision (au mg). Elles sont 

conservées au sec dans des piluliers en verre fermés hermétiquement, placés dans 

un dessiccateur avant d’être analysées en spectrométrie de masse. 

GEL SUPERDEX 

La chromatographie à perméation de gel couplée à un détecteur 

réfractométrique à échelle semi-préparative a été conduite à l’aide de trois type de 

colonnes Superdex, dont les caractéristiques sont présentées dans le Tableau 7. Les 

colonnes achetées sont déjà packées, aucune réhydratation du gel n’a donc été 

nécessaire. Chaque échantillon est filtré sur 0,2 µm avant injection et placé dans une 

seringue dont le volume est compris entre 3 et 15 ml. Pas plus de 250 mg d’analyte 

sec est utilisé par injection. La séparation des échantillons étudiés se fait soit en eau 

déionisée soit en carbonate d’ammonium à 0,1 M. De manière générale, le débit 

d’éluant est compris entre 1,1 et 1,2 ml.min-1 et la pression totale interne au système 

chromatographique n’excède pas 2 bars. Plusieurs montages, inspirés de deux 

études (Lundqvist et al. 2003; Teleman et al. 2000), ont été réalisés et utilisés à 25°C :  

- Trois Superdex™ 30 en série 

- Une Superdex™ 200 en série avec une Superdex™ 30 

- Deux Superdex™ 75 en série 

- Une Superdex™ 200 en série avec deux Superdex™ 75 

TABLEAU 7 CARACTERISTIQUES DES COLONNES UTILISEES AVEC DU GEL SUPERDEX 

 

HiLoad™ 26/600 

Superdex™ 30 

prep grade 

HiLoad™ 26/600 

Superdex™ 75 

prep grade 

HiLoad™ 

26/600 

Superdex™ 

200 prep 

grade 

Matrice du gel Dextran lié à de l’agarose hautement réticulé 

Taille des particules 34 μm 

Volume / dimensions de 

colonne 
319 ml correspond à L= 60 cm et Ø=2,6 cm 

Pression tolérée 3 bar 

Domaine de fractionnement 

(g.mol-1) 
< 10 000 5 × 102 à 7 × 104 

1 × 103 à 6 × 

105 

 

GEL HW TOYOPEARL 

Une seule taille de gel a été utilisée, le HW-40S dont les particules ont une taille 

moyenne comprise entre 20 et 40 µm, et une taille de pores de 50 Å. Il s’agit d’un lit 

polymérique de polyméthacrylique hautement fonctionnalisé de groupes hydroxyles 

qui permet des interactions de type polaire. Cette résine hydrophobe semi-rigide est 

plus résistante à la température à la pression qu’un gel Superdex de type dextran – 

agarose et peut supporter jusqu’à 7 bar. Il s’agit du gel de plus petit domaine de 

fractionnement de chez Toyopearl, cet intervalle de masses molaires varie de 100 à 

3000 Da pour les oxides et glycols de polyéthylène, de 100 à 7000 Da pour le 
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dextran et de 100 à 10000 Da pour les protéines globulaires. Le grade S a été choisi 

pour la grande résolution des petites masses molaires qu’il offre, les 

chromatogrammes obtenus avec trois différents grades : Superfine (S), Fine (F) et 

Coarse (C) sont présentés Chromatogramme 5.  

Dans la présente étude, cette résine est utilisée pour de la chromatographie 

d’exclusion par la taille à 25°C couplée à un réfractomètre. Deux éluants ont été 

utilisés, de l’eau déionisée et du carbonate d’ammonium à 0,1 M. Ainsi que deux 

colonnes constituant chacune deux systèmes chromatographiques séparés : L=1 m, 

Ø=1,5 cm (considéré comme une échelle semi-préparative dans cette étude) et L=1 

m, Ø=5 cm (considéré comme une échelle préparative pour cette étude) pour 

lesquels le débit est respectivement fixé à 1,2 et 2 ml.min-1. Chaque échantillon est 

filtré sur 0,2 µm avant injection et placé dans une seringue dont le volume est 

compris entre 3 et 15 ml. 

CHROMATOGRAMME 5 SIGNAL UV A 280 NM OBTENU APRES SEPARATION 

PAR CHROMATOGRAPHIE D’EXCLUSION STERIQUE DE 1 : THYROGLOBULIN 

(0.3%), 2 : Γ-GLOBULIN (0.3%), 3 : Β-LACTOGLOBULIN (0.3%), 4 : 

CYTOCHROME C (0.1%), SUR UNE COLONNE TOYOPEARL HW-55, 26 MM 

ID X 70 CM L ELUEE EN NACI A 0,2 M AVEC UN TAMPON PHOSPHATE A 

33,3 M (PH 7.0), A 106 ML/H ET A 25°C (TRAVAIL EFFECTUE PAR 

TOYOPEARL) 
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BIO-GEL 

Ce type de gel est très utilisé pour effectuer du dessalage et de la séparation 

rapide de petits hydrates de carbone. Ses caractéristiques (présentées Tableau 8), 

lui confèrent un caractère très hydrophile et souple, plus qu’un copolymère dextran - 

agarose, c’est pourquoi il ne supporte pas la pression. Des essais ont été réalisés à la 

fois en eau et en bicarbonate d’ammonium à 0,1M, à température ambiante et à 

50°C, le débit d’éluant ne dépasse pas 0,4 ml.min-1. Chaque échantillon est filtré sur 

0,2 µm avant injection et placé dans une seringue dont le volume est compris entre 3 

et 15 ml. De la même façon que pour les systèmes précédents, en sortie de colonnes 

est placé un détecteur réfractomètrique pour l’enregistrement du chromatogramme. 

La résolution s’améliore avec la température croissante, selon le fabricant, c’est 

pourquoi il a été décidé de tester ces deux températures. Il est à noter que des 

problèmes de surpression ont été rencontrés suite à l’augmentation de température. 

En effet à 50°C la solvatation du gel par le solvant est améliorée et il gonfle. Les 

colonnes ont donc été vidées et repackées à la main avec du gel déshydraté neuf, 

suivant le protocole donné par Bio-Rad.  

TABLEAU 8 CARACTERISTIQUES DES COLONNES UTILISEES AVEC DU BIO-GEL P 

 Bio-Gel P-2, fine Bio-Gel P-4, fine 

Matrice du gel 
Résine obtenue par copolymérisation d’acrylamide et  

de N,N'-méthylène-bis-acrylamide 

Taille des 

particules 
45 à 90 µm 

Volume / 

dimensions de 

colonne 

177 ml correspondant à 

L=100 cm, Ø=1,5 cm 

(considéré semi-préparatif) 

- 177 ml correspondant à L=100 

cm, Ø=1,5 cm  

- 1963 ml correspondant à L=100 

cm, Ø=5 cm (considéré préparatif) 

Pression tolérée 1 bar 

Température 4 à 80°C 

Domaine de 

fractionnement 

(g.mol-1) 

1 × 102 to 1,8 × 103 8 × 102 to 4 × 103 

II.D. METHODES ANALYTIQUES DE CARACTERISATION 

Ces analyses sont utilisées sur les échantillons bruts, ultrafiltrés (rétentats et 

perméats), traités au charbon actif, et purifiés sur colonnes liquides. De manière 

générale toutes ces techniques nécessitent un échantillon exsangue de substances 

autres que des sucres susceptibles d’interagir avec la phase mobile comme la phase 

stationnaire, ou encore de se lier par affinité ou de manière covalente aux sucres et 

ainsi perturber l’analyse. Il est nécessaire de placer l’échantillon à une certaine 

concentration afin de ne pas endommager les colonnes, de les centrifuger pour 

éliminer toute particule solide et de les filtrer sur 0,2 µm. 
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Toutes les analyses sont au moins réalisées en triplica sur un échantillon. Ils 

sont injectés les uns après les autres et 30 min d’élution supplémentaire est ajoutée à 

chaque échantillon afin de faire sortir tous ses constituants et ne pas perturber 

l’analyse suivante. 

II.D.1. CHROMATOGRAPHIE ANALYTIQUE 

Le calcul de la concentration d’un ose notée C(i) grâce à la chromatographie 

haute performance est toujours basé sur la valeur de l’aire sous le pic de cet ose 

notée A(i), l’aire sous le pic et la concentration connues notées respectivement A(e) 

et C(e) des étalons internes et externes. La calibration est toujours effectuée grâce à 

une gamme étalon d’au moins quatre concentrations différentes (cinq dans la plupart 

des cas). Le calcul de l’erreur sur le résultat est basé à la fois sur la répétabilité de 

l’analyse par l’appareil chromatographique en effectuant au minimum trois injections 

pour chaque échantillon et l’incertitude induite par la manipulation elle-même. 

II.D.1.a. CHROMATOGRAPHIE D’ECHANGE D’ION 

Un système haute performance de chromatographie à échange d’anion couplée 

à un détecteur d’ampérométrie pulsée est utilisé pour la quantification des 

monosaccharides de différente nature. Le temps de rétention de chaque sucre : 

arabinose, galactose, glucose, xylose et mannose dépend de leur capacité à se 

dissocier. Plus le pKa de l’ose étudié sera faible, plus il aura de chances de se trouver 

sous forme anionique. C’est une fois sous forme anionique, grâce à une élution 

isocratique en chlorure de potassium à 2 mM alimenté par un générateur d’éluant, 

qu’il peut interagir avec les sites ammonium quaternaires greffés sur la matrice de la 

colonne. On comprend donc, en se basant sur le Tableau 9, que le mannose sera 

élué en dernier et l’arabinose en premier, comme présenté Chromatogramme 6.  

TABLEAU 9 PKA DES CINQ SUCRES SEPARES PAR CHROMATOGRAPHIE D'ECHANGE D'ANION 

  

 

Le système utilisé, Dionex ICS 5000 (Thermo Fisher, Waltham, MA, USA) 

thermostaté à 25°C, est équipé d’une pré-colonne (50 mm × 4 mm) placée en série 

avec une CarboPac™ PA10 (250 mm × 4 mm). Pour chaque injection de 25 µl 

d’échantillon l’élution dure 30 min à un débit de 1 ml.min-1. Elle est succédée d’une 

montée en concentration de l’éluant à 100 mM pendant 20 min, pour revenir à 2 mM 

durant 15 min avant l’élution suivante. La mesure du courant électrique (signal 

récupéré en nanoCoulomb) généré par l’oxydation des sucres sur l’électrode d’or par 

rapport à l’électrode de référence Ag/AgCl et la récupération des données relatives à 

chaque chromatogramme se font via le logiciel Chroméléon sur ordinateur. La 

variation mesurée lors des essais de répétabilité de l’appareil n’excède pas 3%. 

Mannose Xylose Glucose Galactose Arabinose 

12,08 12,15 12,28 12,39 12,43 
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La relation entre l’aire A(i)=y d’un ose (délimitée par une ligne de base rouge 

sur le Chromatogramme 6 et sa concentration C(i)=x est décrite par une fonction : un 

polynôme de second degré. L’étalonnage d’un sucre standard (étalon) avec au moins 

cinq concentrations différentes permet d’obtenir une courbe de calibration à cinq 

points, six avec l’échantillon de concentration inconnue. Une gamme d’étalons 

externes (arabinose, galactose, glucose, xylose, mannose) est préparée à 5, 10, 20, 

30 et 40 mg.l-1 et injectée tous les dix échantillons. C’est la résolution du polynôme 

qui décrit chaque courbe y=f(x) qui permet d’obtenir la concentration C(i) inconnue, 

lorsque l’aire A(i) correspondante est donnée par l’analyse chromatographique. Un 

facteur correctif correspondant au quotient entre la concentration théorique en 

fucose et la concentration réelle en fucose est appliqué au résultat. Il s’agit d’un 

étalonnage interne, défini par l’ajout de fucose, dans chaque échantillon lors de sa 

préparation (la concentration de chaque ose doit être comprise en 5 et 40 mg.l-1). 

L’étalon interne est ajouté à une concentration de 20 mg.l-1. Cette méthode permet 

donc la quantification des monosaccharides. 

Dans les liqueurs de bois la quantification des monosaccharides et des 

polysaccharides est nécessaire, c’est pourquoi deux injections différentes sont 

effectuées. La première consiste en l’injection de l’échantillon dilué dans les 

conditions décrites plus haut et filtré sur 0,2 µm, afin de quantifier les 

monosaccharides contenus dans la liqueur grâce à l’application du facteur de 

dilution. La deuxième consiste en l’injection de l’hydrolysat secondaire de la liqueur. 

L’hydrolyse totale des oligosaccharides solubles dans les liqueurs en 

monosaccharides est réalisée dans un autoclave en plaçant 5 ml de liqueur avec 1 ml 

d’acide sulfurique à 24% dans un tube à essai autoclavable hermétiquement fermé. 

L’autoclave, contenant 3L d’eau et le panier contenant le tube à essais, monte en 

température à 121°C. Ainsi durant 1h la vapeur sous pression permet l’hydrolyse 

totale de l’échantillon. Une fois refroidi, l’échantillon est filtré, dilué et injecté dans le 

5,0 10,0 15,0 20,0 25,0 30,0

10,0

20,0

30,0

40,0

50,0

60,0

70,0

80,0
180308 #16 [modified by muambaj] P500 R170-10 ED_1_Total
nC

min

1 - Fucose - 5,984

2 - Arabinose - 13,259

3 - Galactose - 16,634

4 - Glucose - 19,792

5 - Xylose - 23,675

6 - Mannose - 25,592

CHROMATOGRAMME 6 SIGNAL AMPEROMETRIQUE (NC) OBTENU APRES SEPARATION D’UN 

ECHANTILLON DE FEUILLUS PAR CHROMATOGRAPHIE A ECHANGE D’ANION SUR UNE 

COLONNE CARBOPAC PA10 EN ELUTION ISOCRATIQUE EN KCL A 2 MMOL/L A 25°C 
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système pour quantification. En tenant compte du facteur de dilution de l’hydrolyse 

acide secondaire (1,2), la quantité oligomérique de chaque ose (noté C[ose] dans les 

équations ci-dessous) est alors calculée par différence avec la quantité initiale en 

monosaccharides obtenue par la première injection.  

Les quantités en oligomères d’hémicelluloses sont calculées grâce aux 

équations de Janson modifiées (Janson 1970; 1974; M. Sefik Tunc et van Heiningen 

2008), et grâce à des ratios molaires théoriques trouvés dans la littérature (Tore E 

Timell 1964; T. E. Timell 1967; R. M. Rowell 2012; Sixta 2006b; Fengel et Wegener 

1984). Les ratios molaires expérimentaux des hydrolysats de feuillus et de résineux 

extraits à 150°C (également de l’hydrolysat de feuillus extrait à 170°C) sont très 

éloignés de la littérature. Il a donc été décidé d’utiliser des ratios théoriques pour le 

calcul des galactoglucomannanes (3), des glucomannanes (4), et des arabinoxylanes 

(5). C’est par différence avec les quantités oligomériques excédentaires de chaque 

ose que l’on obtient les quantités en glucanes (7), arabinanes (8) et (8’), mannanes 

(9), galactanes (10) et (10)’. Bien qu’une petite part du xylose oligomérique puisse 

être lié à des xyloglucanes, il a été décidé d’utiliser la totalité du xylose oligomérique 

pour le calcul des xylanes dans les hydrolysats, avec la formule présentée équation 

(6). Dans la liqueur de résineux extraite à 170°C, les quantités de 

galactoglucomannanes et des arabinoxylanes sont obtenues par simple addition 

comme montrent les équations (1) et (2), car les ratios molaires expérimentaux sont 

proches des ratios molaires calculés dans le bois de départ et de ceux trouvés dans 

la littérature. Les concentrations entre crochet désignées par C[ose], désignent les 

concentrations oligomériques. 

Calcul des xylanes dans les hydrolysats de résineux extraits à 170°C : 

𝐴𝑟𝑎𝑏𝑖𝑛𝑜𝑥𝑦𝑙𝑎𝑛𝑒𝑠 =  (
132

150
) × 𝐶[𝐴𝑟𝑎𝑏𝑖𝑛𝑜𝑠𝑒] + 𝐶[𝑋𝑦𝑙𝑜𝑠𝑒]       (1) 

Calcul des galactoglucomannanes dans les hydrolysats de résineux extraits à 170°C : 

𝐺𝑎𝑙𝑎𝑐𝑡𝑜𝑔𝑙𝑢𝑐𝑜𝑚𝑎𝑛𝑛𝑎𝑛𝑒𝑠 = (
162

180
) × 𝐶[𝐺𝑎𝑙𝑎𝑐𝑡𝑜𝑠𝑒] + 𝐶[𝐺𝑙𝑢𝑐𝑜𝑠𝑒] + 𝐶[𝑀𝑎𝑛𝑛𝑜𝑠𝑒]    (2) 

Calcul des galactoglucomannanes dans les hydrolysats de résineux extraits à 150°C : 

𝐺𝑎𝑙𝑎𝑐𝑡𝑜𝑔𝑙𝑢𝑐𝑜𝑚𝑎𝑛𝑛𝑎𝑛𝑒𝑠 =  (
162

180
) × 𝐶[𝐺𝑙𝑢𝑐𝑜𝑠𝑒] × [1 + 0,5 + 2,9]      (3) 

Calcul des glucomannanes dans les hydrolysats de feuillus : 

𝐺𝑙𝑢𝑐𝑜𝑚𝑎𝑛𝑛𝑎𝑛𝑒𝑠 =  𝐶[𝑀𝑎𝑛𝑛𝑜𝑠𝑒] × (
162

180
) × [1 +

1

1,6
]        (4) 

Calcul des xylanes dans les hydrolysats de résineux extraits à 150°C : 

𝐴𝑟𝑎𝑏𝑖𝑛𝑜𝑥𝑦𝑙𝑎𝑛𝑒𝑠 =  (
132

150
) × 𝐶[𝑋𝑦𝑙𝑜𝑠𝑒] × [0,1 + 1]        (5) 

Calcul des xylanes dans les hydrolysats de feuillus : 

𝑋𝑦𝑙𝑎𝑛𝑒𝑠 =  (
132

150
) × 𝐶[𝑋𝑦𝑙𝑜𝑠𝑒]           (6) 
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Calcul des glucanes dans les hydrolysats de feuillus : 

𝐺𝑙𝑢𝑐𝑎𝑛𝑒𝑠 =  𝐶[𝐺𝑙𝑢𝑐𝑜𝑠𝑒] × (
162

180
) − [

𝐶[𝑀𝑎𝑛𝑛𝑜𝑠𝑒]

1,6
] × (

162

180
)        (7) 

Calcul des arabinanes dans les hydrolysats de résineux : 

𝐴𝑟𝑎𝑏𝑖𝑛𝑜𝑥𝑦𝑙𝑎𝑛𝑒𝑠 =  (
132

150
) × 𝐶[𝐴𝑟𝑎𝑏𝑖𝑛𝑜𝑠𝑒] - (

132

150
) × 𝐶[𝑋𝑦𝑙𝑜𝑠𝑒] × 0,1      (8) 

Calcul des arabinanes dans les hydrolysats de feuillus : 

𝐴𝑟𝑎𝑏𝑖𝑛𝑎𝑛𝑒𝑠 =  (
132

150
) × 𝐶[𝐴𝑟𝑎𝑏𝑖𝑛𝑜𝑠𝑒]          (8’) 

Calcul des mannanes dans les hydrolysats de résineux : 

𝑀𝑎𝑛𝑛𝑎𝑛𝑒𝑠 =  𝐶[𝑀𝑎𝑛𝑛𝑜𝑠𝑒] × (
162

180
) − 𝐶[𝐺𝑙𝑢𝑐𝑜𝑠𝑒] × (

162

180
) × 2,9      (9) 

Calcul des galactanes dans les hydrolysats de résineux : 

𝐺𝑎𝑙𝑎𝑐𝑡𝑎𝑛𝑒𝑠 =  𝐶[𝐺𝑎𝑙𝑎𝑐𝑡𝑜𝑠𝑒] × (
162

180
) − 𝐶[𝐺𝑙𝑢𝑐𝑜𝑠𝑒] × (

162

180
) × 0,5    (10) 

Calcul des galactanes dans les hydrolysats de feuillus : 

𝐺𝑎𝑙𝑎𝑐𝑡𝑎𝑛𝑒𝑠 =  (
162

180
) × 𝐶[𝐺𝑎𝑙𝑎𝑐𝑡𝑜𝑠𝑒]                  (10’) 

II.D.1.b. CHROMATOGRAPHIE EN PHASE GAZ 

Le ratio molaire des monosaccharides constitutifs de polysaccharides est 

déterminé selon la méthode de (Kamerling et al. 1975) modifiée par Montreuil et al. 

(1986). L’identification et le dosage des monosaccharides nécessitent une hydrolyse 

par méthanolyse du polymère de façon à n’obtenir que des monomères. Les résidus 

glycosidiques sont ensuite triméthylsilylés afin de les rendre volatils. Ils sont ainsi 

identifiés et dosés par chromatographie en  phase gazeuse sous forme de 

méthylglycosides O-triméthylsilylés.  

O

O
OH

O

O

HO

HO

OH

HO

O

O

OH

O
HO

OH
HO

OH

O

O
HO

OH
HO

OH

Me Me

O

O
O

O
O

O

O

O
O

O
O

O

Me Me

tms

tms

tms
tms

tms

tms

tms
tms

+

+

Méthanolyse

TriméthylsilylationBSTFA:TMCS (99:1)

MeOH/HCl 3N

O

O
OH

O

O

HO

HO

OH

HO

O

O

OH

O
HO

OH
HO

OH

O

O
HO

OH
HO

OH

Me Me

O

O
O

O
O

O

O

O
O

O
O

O

Me Me

tms

tms

tms
tms

tms

tms

tms
tms

+

+

Méthanolyse

TriméthylsilylationBSTFA:TMCS (99:1)

MeOH/HCl 3N

FIGURE 34 SCHEMA REACTIONNEL DE METHANOLYSE ET DERIVATISATION 

DES OLIGOSACCHARIDES CONTENUS DANS LES LIQUEURS 
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Réactifs 

• Solution de methanol/HCl 3N (Supelco) 

• Anhydride acétique  

• Carbonate d’argent 

• Myo-inositol 

• Pyridine 

• Réactif Sylon BFT (BSTFA + TMCS 99 :1) (Supelco) 

• Dichlorométhane 

 Environ 0,4 mg d’échantillon et 100 µg de pentaerythritol et 50 µg de myo-

inositol (références internes) sont placés dans un bain à sec en présence de 500 µl 

d’un mélange méthanol/acide chlorhydrique 3 N (Supelco) pendant 4 heures à 

110°C. Après refroidissement à température ambiante, le méthanolysat est neutralisé 

à l’aide de carbonate d’argent, puis 50 µl d’anhydride acétique sont ajoutés afin de 

réacétyler les osamines présentes. Après une nuit à l’obscurité et à température 

ambiante, les échantillons sont centrifugés 15 minutes à 3000 tr/min et le surnageant 

est évaporé sous jet d’azote. Les composés sont ensuite dissous dans 70 µl de 

pyridine et incubés la nuit à température ambiante avec 70 µl de sylon (BSTFA : 

TMCS. 99:1. Supelco), voir Schéma 1. 

  Après évaporation douce des réactifs en excès sous jet d’azote, les 

méthylglycosides triméthylsilylés sont repris par 700 µl de dichlorométhane puis 

injectés en chromatographie en phase gazeuse (Système GC-6850 AGILENT, 

injection in-colonne, détecteur FID : ionisation de flamme). Le gaz vecteur est 

l’hydrogène. La colonne de type HP-5MS (30 m. 0,25 mm de diamètre interne) est 

apolaire. Le programme de montée en température est le suivant : 120°C maintenu 

pendant 1 minute puis un gradient de 1.5°C/min jusqu’à 180°C suivi d’un gradient de 

2°C/min jusqu’à 200°C.  

CHROMATOGRAMME 7 OBTENU APRES SEPARATION DU D-GLCP, DU D-XYLP ET DU 4-O-MEGLCAP PAR CHROMATOGRAPHIE GAZ 

HAUTE PERFORMANCE SUR LE SYSTEME CHOISI POUR CETTE ETUDE 
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Chaque monosaccharide est identifié par comparaison de ses temps de 

rétention relatifs par rapport à l’étalon interne avec ceux des monosaccharides purs 

traités dans les mêmes conditions. Par exemple, on observe sur le Chromatogramme 

7, les deux pics à 12,9 et 13,4 min de temps de rétention qui correspondent aux pics 

du xylose, distincts des pics à 19,9 et 20,6 min qui correspondent au glucose. Un 

coefficient de réponse (facteur de calibration) est calculé pour chaque 

monosaccharide par rapport à l’étalon interne afin de définir la proportion de chaque 

monosaccharide au sein du polysaccharide. La répétabilité de l’analyse est plutôt 

bonne, la variation sur trois injections d’un même échantillon se situe autour de 3%. 

Ce facteur est calculé par un produit en croix entre les aires A et masses injectées m 

respectives de l’étalon interne (e) et du monosaccharide à quantifier (i) selon 

l’équation suivante :  

𝐹𝑝 (𝑖) =
𝑚(𝑖) × 𝐴(𝑒)

m(e) × A(i)
 

Méthode particulière adaptée pour la séparation de l’acide 4-O-MeGlcAp 

Sundberg (Sundberg et al. 1996) prend le même facteur de calibration pour 

l’acide glucuronique et le 4-O-Méthylglucuronique. Suivant le programme de montée 

en température décrit plus haut et après injection du 4-O-MeGlcAp, on observe un 

pic de temps de rétention différent de l’acide glucuronique et un facteur réponse (Fp) 

différent. L’acide 4-O-Méthylglucuronique a été calibré à l’aide de deux étalons 

internes différents : le Myo-Inositol (M) (t = 26,8 min) et le Pentaerytritol (P) (t = 8,7 

min). Pour exemple, on observe une légère différence dans les facteurs réponse 

lorsqu’ils sont quantifiés avec P ou M, calculés pour le xylose, l’acide 4-O-

Méthylglucuronique et le glucose, Figure 35. 
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FIGURE 35 VALEURS DES FACTEURS REPONSES , DU GLUCOSE, DE L'ACIDE 4-O-METHYLGLUCURONIQUE ET 

DU XYLOSE, CALCULES AVEC M ET P COMME ETALONS INTERNES RESPECTIFS. FACTEURS CORRESPONDANT 

AU CHROMATOGRAMME 7 
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II.D.1.c. CHROMATOGRAPHIE D’EXCLUSION STERIQUE (GEL FILTRATION)  

La séparation des hydrates de carbone qui composent les liqueurs en fonction 

de leur taille est effectuée par chromatographie liquide haute performance 

d’exclusion stérique (ou gel filtration) couplée à un détecteur à diffusion de la lumière 

statique à 3 angles sur un système GPC MALS (Minidawn Treos, Wyatt), auquel est 

ajouté un détecteur UV et un détecteur réfractométrique (Optilab TrEx, Wyatt). 

*Toutes les analyses sont réalisées à 30°C à un débit de 0,5 ml/min, l’éluant utilisé est 

à 0,1 M NaNO3 et contient 0,3% NaN3. Le débit du solvant dans les colonnes quand il 

n’y a pas d’injection est de 0,1 ml/min. Avant de préparer les injections, mettre le 

débit à 0,3 ml/min, laisser équilibrer 15 min. Puis mettre le débit à 0,5 ml/min, laisser 

équilibrer 15 min. Plusieurs colonnes Shodex OHPack SB 800 HQ ont été utilisées, le 

détail des spécifications de chaque colonne est présenté Figure 37. Elles sont 

remplies d’un gel formé par des billes sphériques de polyhydroxyméthacrylate, et 

sont particulièrement adaptées à la séparation d’oligosaccharides solubles dans 

l’eau. Chaque échantillon est injecté trois fois. Le seuil de variation entre trois 

injections toléré est de 5%, si l’écart-type calculé sur un échantillon est supérieur à 

cette valeur l’échantillon est injecté pour une nouvelle analyse. 

Le calcul des masses molaires moyennes en poids notée Mw et en nombre 

notée Mn, donné par les équations (i) et (ii) Figure 36, est effectué par le logiciel 

Astra 6.1. La concentration est donnée par le signal du réfractomètre et le le dn/dc, 

ici fixé à 0,147. Cette valeur est une valeur moyenne qui ne représente pas la valeur 

exacte de chaque oligosaccharide d’hémicelluloses étudiée. En effet le dn/dc varie 

avec la structure et la nature du polysaccharide et le solvant. Il a été défini à 0,142 

pour du xyloglucane et 0,147 pour du pullulan. Après utilisation de ces deux valeurs 

sur un même échantillon, la variation dans le calcul des masses molaires est 

considérée comme négligeable. La masse molaire Mi, proportionnelle au (dn/dc)², à 

la concentration et au signal de diffusion, est obtenue selon le Formalisme de Zimm. 

Au vue des domaines de fractionnement des colonnes Shodex Figure 37 (b), les 

SB 802,5 HQ et SB 803 HQ semblent les plus adaptées à l’étude des hémicelluloses 

de bois solubles extraites par autohyrolyse (Reyes et al. 2013; Mehmet Sefik Tunc et 

van Heiningen 2011; Song et al. 2008). C’est pourquoi le premier montage étudié est 

composé de ces deux colonnes placées en série. Les résultats obtenus avec les 

hydrolysats extraits à 170°C sont corrects en termes de répétabilité et 

comparativement à la littérature, à la fois pour les feuillus et les résineux. 

FIGURE 36 FORMULES DE CALCUL DE MW (A) ET MN (B) 

(i) 

(ii) 
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Or, les autohydrolysats obtenus à 150°C présentent tous des agrégats qui 

perturbent la mesure de la masse molaire. Un agrégat est identifié par un signal de 

diffusion alors que le signal réfractométrique est nul. Le Chromatogramme 8 illustre 

bien ce phénomène : la courbe rose (LS) correspondant au signal de diffusion obtenu 

après chromatographie à perméation de gel du rétentat sur 1 kDa de l’hydrolysat de 

feuillus extrait à 150°C, montre un pic haut et large en amont du signal 

réfractométrique (bleu, noté dRi). On observe que le signal bleu commence à être 

non nul à partir de la base du deuxième pic du LS (rose), qui représente la majeure 

partie des sucres de l’échantillon. Cependant, l’agrégat fait partie de l’échantillon et le 

caractérise. Ce chromatogramme illustre à titre d’exemple un phénomène récurrent 

dans les hydrolysats extraits à 150°C à la fois chez les feuillus et les résineux. 

Plusieurs phénomènes peuvent expliquer la présence d’un agrégat : une affinité 

chimique particulière avec la colonne, dans ce cas on peut penser à modifier la force 

ionique de l’éluant, la température ou dans certains cas changer la phase 

stationnaire.  

  

(a) 

(b) 
(c) 

FIGURE 37 DOCUMENTATION FOURNIE PAR SHODEX CONCERNANT LES CARACTERISTIQUES (A) ET (B) DES COLONNES 

ETUDIEES, ET LEURS COURBES DE CALIBRATION OBTENUES AVEC DU PULLULAN EN EAU A 1 ML/MIN A 30°C (C) 
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Le collage stérique est caractérisé par une ou plusieurs molécules 

enchevêtrées qui se « coincent » dans les pores de la colonne, et sont ainsi exclues 

plus tard qu’elles ne le devraient. Le principe d’une telle séparation 

chromatographique est basé sur le fait que plus les composés ont une faible masse 

molaire, plus ils sont élués tard, ainsi, les grosses molécules sont exclues en amont 

des petites.  

Si l’on trace la masse molaire en fonction du temps de rétention (courbe de 

calibration), celle-ci est censée diminuer de façon exponentielle. Or on observe bien 

une remontée des masses molaires sur le Chromatogramme 10 (a). Cette remontée 

a été corrigée grâce à l’outil d’extrapolation d’Astra du modèle exponentiel d’ordre 1 

(onglet Results Fitting), cf. Chromatogramme 10 (b). On sous-estime alors la Mn et on 

surestime la dispersité. Cependant, cette correction ne suffit pas à obtenir un calcul 

des masses molaires moyennes qui soit suffisamment proche de la réalité. 

TABLEAU 10 CALCUL DE LA MASSE MOLAIRE MOYENNE EN POIDS (MW) ET DE LA DISPERSITE (MW/MN) OBTENUS APRES 

SEPARATION PAR CHROMATOGRAPHIE D'EXCLUSION STERIQUE AVEC DIFFERENTES COMBINAISONS DE COLONNES ET DIFFERENTS MODES 

DE PREPARATION D'ECHANTILLON. L'ECHANTILLON ETUDIE EST LE RETENTAT SUR 1KDA DE L'HYDROLYSAT DE FEUILLUS EXTRAIT A 

150°C. TOUTES LES ELUTIONS SONT REALISEES DANS LES MEMES CONDITIONS* 

Préparation de 

l’échantillon 
Montage de colonnes Mw (Dalton) Dispersité 

Eau osmosée SB 803 HQ et SB 802,5 HQ 1,36×10
4
 ± 2,2% 1,78 ± 3,7% 

Eau osmosée SB 806 M HQ SB 803 HQ et 802,5 1,33×10
4
 ± 3,5% 1,59 ± 5,2% 

Eau osmosée 2 SB 806 M HQ 1,14×10
4
 ± 1,7% 1,7 ± 2,8% 

Eau osmosée UF 96h 2 SB 806 M HQ 8,19×10
3
 ± 2% 1,7 ± 4% 

Eau osmosée 3 SB 806 M HQ 1,09×10
4
 ± 2,9% 1,58 ± 4,7% 

Eau osmosée ultrasons 3 SB 806 M HQ 1,15×10
4
 ± 2,4% 1,60 ± 3,5% 

Eau osmosée 2 SB 807 HQ et SB 806 M HQ 1,18×10
4
 ± 3,6%

 
1,58 ± 5,2% 

DMSO  25mg/l 2 SB 806 M HQ 1,05×10
4
 ± 3,4% 2,06 ± 1,9% 

KOH  25mg/l 2 SB 806 M HQ 2,67×10
4
 ± 1,1% 1,71 ± 1,5% 

EDTA (10mM dans solvant) 2 SB 806 M HQ 1,02×10
4
 ± 2,8% 1,69 ± 5,1% 

EDTA ultrasons 2 SB 806 M HQ 1,10×10
4
 ± 2,7% 1,66 ± 5,1% 

CHROMATOGRAMME 8 CHROMATOGRAMMES OBTENUS APRES SEPARATION PAR 

CHROMATOGRAPHIE D'EXCLUSION STERIQUE DU RETENTAT SUR 1 KDA (72H) DE L'HYDROLYSAT DE 

FEUILLUS EXTRAIT A 150°C SUR UNE SB 803 HQ EN SERIE AVEC UNE SB 802,5 HQ (A) 
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CHROMATOGRAMME 9 CHROMATOGRAMMES OBTENUS APRES SEPARATION PAR CHROMATOGRAPHIE D'EXCLUSION STERIQUE DU 

RETENTAT SUR 1 KDA (72H) DE L'HYDROLYSAT DE FEUILLUS EXTRAIT A 150°C SUR DIFFERENTS MONTAGES DE COLONNES (A), 

PREPARE DANS DIFFERENTS SOLVANTS AVANT INJECTION SUR DEUX SB 806 HQ EN SERIE (B) ET ULTRAFILTRE PENDANT 72H ET 

96H SUR DEUX SB 806 HQ EN SERIE (C). TOUTES LES ELUTIONS SONT REALISEES DANS LES MEMES CONDITIONS*. 

(a) 

(b) 

(c) 
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On comprend donc que la masse molaire moyenne de chaque échantillon 

d’hydrolysat extrait à 150°C est grandement surestimée. C’est pourquoi une série de 

tests a été réalisée sur le même échantillon (rétentat sur 1kDa du feuillus extrait à 

150°C) avec plusieurs montages de colonnes Chromatogramme 9 (a), plusieurs 

solvants utilisés uniquement pour la préparation de l’échantillon sauf l’EDTA qui a été 

ajouté au solvant Chromatogramme 9 (b). Enfin l’influence d’une plus longue 

ultrafiltration (96h) a été comparée à une filtration classiquement réalisée en 72h 

Chromatogramme 9 (c). Les résultats de Mw et de dispersité de chaque essai sont 

présentés Tableau 10. 

Ces résultats montrent que malgré une meilleure séparation de l’agrégat du pic 

d’intérêt avec des colonnes de plus hauts domaines de fractionnement ou un solvant 

tel que le DMSO, le calcul de Mw reste sensiblement le même, et l’ordre de grandeur 

n’est toujours pas le bon. Les ultrasons pourraient être une piste intéressante mais 

l’objectif n’est pas de casser les oligosaccharides. On remarque que la durée 

croissante de l’ultrafiltration est la meilleure option pour la séparation du pic de 

l’agrégat. Cette solution n’en est pas une car on dénature l’échantillon et on perd des 

sucres. 

CHROMATOGRAMME 10 SIGNAUX DE REFRACTOMETRIE (BLEU), UV (VERT), DE DIFFUSION (ROUGE) ET MASSE MOLAIRE (NOIR) 

OBTENUS APRES SEPARATION PAR CHROMATOGRAPHIE D'EXCLUSION STERIQUE DU RETENTAT SUR 1 KDA (96H) DE L'HYDROLYSAT 

DE FEUILLUS EXTRAIT A 150°C SUR DEUX SB 806 HQ EN SERIE. TOUTES LES ELUTIONS SONT REALISEES DANS LES MEMES 

CONDITIONS*. 

(a) 

(b) 
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  La méthode choisie pour palier à ces problèmes d’agrégat se situe donc au 

niveau du traitement des données avec le logiciel Astra 6.1. La ligne de base des 

trois signaux de diffusion de lumière est tronquée sur le pic d’intérêt sous lequel se 

trouve la majeure partie de l’échantillon c’est-à-dire le signal réfractomètrique. De 

cette façon, on s’affranchit de la contribution de l’agrégat, cf. Chromatogramme 11 

(a) en comparaison au Chromatogramme 11 (b). La déconvolution de chaque pic 

serait sans doute la méthode la plus adaptée et la plus précise (A.-L. Dupont et al. 

2018). En effet tronquer la ligne de base revient à sous-estimer la Mw.  

II.D.1.d. CHROMATOGRAPHIE D’EXCLUSION D’ION SUR COLONNE A ECHANGE DE LIGAND 

Les produits de dégradation générés par l’autohydrolyse qui se trouvent en 

solution avec les monosaccharides et les oligosaccharides d’hémicelluloses extraits : 

furfural, 5-hydroxyméthylfurfural, acide formique, acide acétique, sont quantifiés par 

chromatographie haute performance d’exclusion d’ion sur un système Shimadzu 

(Nexera XR) équipé d’une pré-colonne Varian (3 mm x 5 mm) en série avec une 

colonne à échange de ligand Hiplex H (7,7 mm x 300 mm, Agilent). Cette colonne est 

constituée d’un gel de styrène copolymérisé avec du divinylbenzène sulfoné sous 

forme hydrogène, et permet la compétition entre les H+ des produits de dégradation 

et de l’éluant (acide sulfurique à 5 mM) qui est débité à 0,6 ml.min-1. Le système est 

thermostaté à 60°C, la détection se fait par réfractométrie à 40°C en sortie de 

colonne et les résultats sont traités par le logiciel LabSolutions de Shimadzu. De la 

même manière que pour les analyses chromatographiques précédentes, des 

gammes d’étalons externes, dont les concentrations sont présentées Tableau 11 

(Guigon 2019), sont injectés tous les dix échantillons pour calibrer l’appareil et 

quantifier chaque produit de dégradation. L’intervalle d’incertitude ne dépasse pas 

1% de la valeur du résultat pour chaque composé. 

TABLEAU 11 CONCENTRATIONS DES GAMMES DE STANDARDS INJECTES TOUS LES DIX ECHANTILLONS EN G.L-1 

 Concentrations en g.l-1 

5-hydroxyméthylfurfural 0,650 1,300 1,950 2,600 

Furfural 1,237 2,475 3,713 4,950 

Acide formique 1,486 2,971 4,458 5,942 

Acide acétique 1,493 2,985 4,479 5,971 

(a) (b) 

CHROMATOGRAMME 11 SIGNAL DE DIFFUSION DU LS2 OBTENU APRES SEPARATION PAR CHROMATOGRAPHIE D'EXCLUSION 

STERIQUE DU RETENTAT SUR 1 KDA (96H) DE L'HYDROLYSAT DE FEUILLUS EXTRAIT A 150°C SUR DEUX SB 806 HQ EN SERIE. 

TOUTES LES ELUTIONS SONT REALISEES DANS LES MEMES CONDITIONS*. 
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Les quantités d’acide acétique ainsi mesurées dans les hydrolysats 

secondaires, noté Ac totaux, (protocole identique à celui décrit dans la section 

II.D.1.A. Chromatographie d’échange d’ion : ajout de H2SO4 à 24% pendant 1h à 

121°C dans un ratio volumique de 5 :1) donnent accès, par différence avec les 

quantités détectées dans les hydrolysats bruts Ac libre, aux groupements acétyle liés 

aux oligosaccharides, selon l’équation (11) : 

𝐴𝑐é𝑡𝑦𝑙𝑒𝑠 𝑙𝑖é𝑠 (𝑔. 𝑙−1) =  
42

60
× (𝐶[𝐴𝑐 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑢𝑥] ×

6

5
− 𝐶[𝐴𝑐 𝑙𝑖𝑏𝑟𝑒])                         (11) 

Le pourcentage massique moyen en groupement acétyle de chaque famille 

d’hémicelluloses est ensuite déterminé par le quotient entre la quantité de 

groupements acétyle liés dans un échantillon et la quantité d’oses oligomériques 

acétylés. Par exemple dans les échantillons de résineux, on considère dans la 

littérature que seuls les mannanes sont acétylés et non les xylanes. Ainsi le 

pourcentage moyen en acétyle des chaines de galactoglucomannanes (noté 

%AcétyleGGM) est donné par le quotient de la masse d’acétyles liés sur la masse de 

galactoglucomannanes (notés GGM) dans l’échantillon de liqueur de bois. Par 

opposition, les hydrolysats de feuillus comportent à la fois des xylanes acétylés et des 

mannanes acétylé.  

Les deux hypothèses formulées à priori sont les suivantes :  

- La quantité totale des groupements acétyle liés déterminés par HPLC 

pour chaque échantillon est allouée à 100% aux xylanes. Le degré 

moyen d’acétylation des xylanes (X) qui en découle est noté DAC1 X , 

équation (13)  

- La quantité totale des groupements acétyle liés déterminée par HPLC 

pour chaque échantillon est allouée à 10 % aux glucomannanes (notés 

GM, donc le degré moyen d’acétylation est noté DGM) et 90% aux 

xylanes (notés X, donc le degré moyen d’acétylation est noté DAC2 X), 

selon (Johnson et al. 2017; Teleman et al. 2003), cf équations (14) et 

(15). 

Le calcul du degré d’acétylation moyen des oligosaccharides (Xu et al. 2010). Il est 

adapté en fonction des conditions décrites ci-dessus. 

Résineux 

𝐷𝐴𝐶 𝐺𝐺𝑀 𝑟é𝑠𝑖𝑛𝑒𝑢𝑥 (%) =
162 × % 𝐴𝑐𝑒𝑡𝑦𝑙𝑒𝐺𝐺𝑀

(𝑀𝐴𝑐é𝑡𝑦𝑙𝑒  × 100) − (𝑀𝐴𝑐é𝑡𝑦𝑙𝑒 − 1) × % 𝐴𝑐𝑒𝑡𝑦𝑙𝑒𝐺𝐺𝑀

                   (12) 

Feuillus 

𝐷𝐴𝐶1 𝑋 𝑓𝑒𝑢𝑖𝑙𝑙𝑢𝑠 (%) =
132 × % 𝐴𝑐𝑒𝑡𝑦𝑙𝑒𝑋

(𝑀𝐴𝑐é𝑡𝑦𝑙𝑒  × 100) − (𝑀𝐴𝑐é𝑡𝑦𝑙𝑒 − 1) × % 𝐴𝑐𝑒𝑡𝑦𝑙𝑒𝑋

                            (13) 

 

𝐷𝐴𝐶2 𝑋 𝑓𝑒𝑢𝑖𝑙𝑙𝑢𝑠 (%) =
132 × 0,9 × % 𝐴𝑐𝑒𝑡𝑦𝑙𝑒𝑋

(𝑀𝐴𝑐é𝑡𝑦𝑙𝑒  × 100) − (𝑀𝐴𝑐é𝑡𝑦𝑙𝑒 − 1) × 0,9 × % 𝐴𝑐𝑒𝑡𝑦𝑙𝑒𝑋

                (14) 
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𝐷𝐴𝐶  𝐺𝑀 𝑓𝑒𝑢𝑖𝑙𝑙𝑢𝑠 (%) =
162 × 0,1 × % 𝐴𝑐é𝑡𝑦𝑙𝑒𝐺𝑀

(𝑀𝐴𝑐é𝑡𝑦𝑙𝑒  × 100) − (𝑀𝐴𝑐é𝑡𝑦𝑙𝑒 − 1) × 0,1 × % 𝐴𝑐é𝑡𝑦𝑙𝑒𝐺𝑀

            (15) 

II.D.2. SPECTROMETRIE 

II.D.2.a. SPECTROMETRIE UV-VIS 

La quantité de lignine soluble extraite dans les liqueurs de bois est déterminée 

grâce à la norme TAPPI UM 250 (TAPPI 1991). Les liqueurs une fois centrifugées et 

filtrées sur 0,2 µm, sont diluées dans de l’acide sulfurique à 3% de sorte que leur 

absorbance à 205 nm soit comprise entre 0,2 et 0,7. Les cuves en quartz utilisées 

font 1 cm de côté, de cette façon la concentration en g.l-1 en lignine, notée C[lignine], 

dans chaque échantillon est calculée par la relation suivante, où le coefficient 

d’extinction ɛ vaut 110 l.g-1.cm-1 (Maekawa, Ichizawa, et Koshijima 1989): 

𝐶[𝑙𝑖𝑔𝑛𝑖𝑛𝑒] =  
𝐴𝑏𝑠𝑜𝑟𝑏𝑎𝑛𝑐𝑒 × 𝐹𝑎𝑐𝑡𝑒𝑢𝑟 𝑑𝑒 𝑑𝑖𝑙𝑢𝑡𝑖𝑜𝑛

ɛ × 𝑙𝑎𝑟𝑔𝑒𝑢𝑟 𝑐𝑢𝑣𝑒 
 

II.D.2.b. SPECTROMETRIE DE MASSE 

L’emploi d’une spectrométrie de masse ESI (Electron Spray Ionization Mass 

Spectrometry) convient à la caractérisation des fractions d’oligosaccharides de faible 

DP car la fragmentation des oligomères est importante avec cette méthode. Les 

analyses sont réalisées en mode positif et négatif sur une gamme de 50 à 1500 m/z 

(capillaire : 3500) sur un spectromètre AmaZon Speed (Bruker Daltonics) avec 

analyser de type trappe d’ions. L’addition de différents ions sont observés : Na+, K+, 

NH4
+, H+. 

Les analyses de MALDI-ToF MS (Matrix Assisted Laser Desorption Ionization 

Time of Flight Mass Spectrometry) sont réalisées sur un spectromètre MALDI-

TOF/TOF modèle Autoflex Speed (Bruker Daltonics) équipé d'un laser SmartBeam II 

(355 nm), en modes linéaires positif et réflectron positif. Les échantillons sont dilués à 

3 ou 30 mg/ml dans l'eau, 0,5 µl d’échantillon dilué est mélangé à 0,5 µl de solution 

de matrice (20 mg d’acide 2,5-Dihydroxybenzoique diluée dans 200 µl d'un mélange 

eau/acetonitrile 50/50 +4 µl de N,N-Diméthylaniline). Seul 1 µl de ce mélange est 

déposé sur la cible MALDI (plaque aluminium MTP 384 Bruker Daltonics), puis laissés 

à l’air pour cristallisation. Un spectre de résolution suffisante est obtenu grâce à 

environ 20 tirs de laser aléatoires sur la cible. Les sucres s’ionisent avec l’addition 

d’un sodium Na+. Des blancs sont réalisés afin de soustraire tous les pics de matrice 

aux spectres des échantillons. 
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Le calcul de la masse molaire de l’oligosaccharide correspondant à chaque pic 

du spectre donné en m/z est réalisé par l’addition de la masse de chaque unité 

monomérique composant la chaine de l’oligosaccharide ainsi que ses groupes de 

substitution, et enfin l’ion adduit qui peut différer selon la technique mais qui est 

majoritairement l’ion sodium. Le Tableau 12 regroupe un grand nombre des unités 

constitutives des hémicelluloses utilisés pour le calcul de leur masse (Sanglard 

2013). 

 

SYNTHESE DE LA METHODE EXPERIMENTALE  

Sur le Schéma 1 est présentée la majeure partie des expériences menées en 

laboratoire dans le but d’extraire, de purifier et de caractériser les oligosaccharides 

d’hémicelluloses de bois feuillus et résineux solubles dans l’eau. On peut découper 

cette étude en trois chapitres. Le premier concerne essentiellement la filtration 

membranaire, le deuxième l’adsorption au charbon actif combinée ou non à la 

filtration membranaire et le troisième chapitre traite du fractionnement des 

hydrolysats, purifiés grâce à la filtration et au charbon actif, par chromatographie 

liquide d’exclusion stérique. Des essais d’hydrolyse enzymatique ont également été 

effectués dans le but de diminuer le DP moyen des oligosaccharides et dans une 

certaine mesure, d’en simplifier la caractérisation et la séparation. Tout au long des 

expérimentations, l’influence de la sévérité de l’autohydrolyse ainsi que l’essence de 

bois étudiée constituent deux points de comparaison quant à la nature chimique, la 

quantité extraite et la structure des oligosaccharides d’hémicelluloses solubilisés. Ces 

deux paramètres font aussi l’objet d’une méthode de purification et de caractérisation 

adaptée à chaque cas. 

 

TABLEAU 12 MASSE DES UNITES MONOMERIQUES ET GROUPEMENTS FONCTIONNELS DES 

HEMICELLULOSES DU BOIS (SANGLARD 2013) 
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SCHEMA 1 ORGANIGRAMME DES EXPERIMENTATIONS MENEES POUR LA CARACTERISATION DES 

OLIGOSACCHARIDES D’HEMICELLULOSES DU BOIS EXTRAITS PAR AUTOHYDROLYSE 
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CHAPITRE III 

CARACTERISATION DES HYDROLYSATS DE BOIS 

BRUTS ET ULTRAFILTRES : INFLUENCE DE L’ESSENCE 

ET DE LA TEMPERATURE D’EXTRACTION 

ans cette première partie expérimentale est présentée l’étude de 

l’influence de la température d’autohydrolyse ainsi que de l’essence de 

bois sur la composition des hydrolysats bruts et ultrafiltrés. Deux 

températures d’autohydrolyse sont étudiées, 150°C et 170°C, ainsi que deux 

mélanges industriels de copeaux de bois, résineux et feuillus. Le procédé 

d’autohydrolyse, permettant la libération des oligosaccharides d’hémicelluloses 

solubles dans l’eau, engendre également la dépolymérisation partielle de la lignine et 

la transformation des monosaccharides en produits de dégradation (correspondant à 

ce que l’on nommera « impuretés » dans l’hydrolysat). Chaque hydrolysat a subi de 

la nanofiltration avec une membrane de 500 Daltons, ou de l’ultrafiltration avec trois 

seuils de coupures à 1000, 3000 et 5000 Daltons. Le principal objectif de cette 

technique est d’abord de retirer la lignine soluble en fonction de sa masse 

moléculaire, les produits de dégradation issus des sucres (de faible masse molaire) 

et les monomères, puis de fractionner l’hydrolysat en fonction de la masse 

moléculaire des oligosaccharides en mélange.  

La caractérisation des hydrolysats bruts et filtrés sur membrane est effectuée 

par analyse des hémicelluloses dans un premier temps, et de la lignine et des 

impuretés dans un second temps.  L’analyse des hémicelluloses extraites est faite en 

utilisant les méthodes suivantes : 

 La quantification des hexoses et des pentoses par nature (arabinose, 

galactose, glucose, xylose et mannose) est réalisée grâce de la 

chromatographie d’échange d’anion ; 

 La quantification des déoxyhexoses (rhamnose et fucose) ainsi que des 

acides hexuroniques qui composent les hémicelluloses dites chargées 

(galacturoniques, glucuroniques et méthylglucuroniques) est effectuée par 

chromatographie en phase gaz ; 

 La quantification des groupements acétyles des hémicelluloses est effectuée 

par chromatographie d’exclusion ionique afin de déterminer leur degré 

d’acétylation ; 

 La masse moléculaire moyenne ainsi que les principales structures 

d’hémicelluloses sont déterminées grâce à de la chromatographie à 

perméation de gel couplée à de la diffusion de lumière et de la 

spectrométrie de masse. 

  

D 
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III.A. COMPOSITION OSIDIQUE DES AUTOHYDROLYSATS 

La quantité et la nature des hémicelluloses extraites est étudiée pour chaque 

température et mélange d’essences. Le rendement d’autohydrolyse ainsi que la 

pureté des hydrolysats sont également présentés dans cette partie. Les principaux 

hydrates de carbone composant les hémicelluloses, l’arabinose, le galactose, le 

glucose, le xylose, le rhamnose et le mannose, sont quantifiés dans les hydrolysats 

bruts et ultrafiltrés, la distinction est faite entre leur forme monomérique et 

oligomérique. L’influence de la température d’extraction sur le type d’hémicelluloses 

solubilisé sera étudiée, ainsi que la comparaison entre essences de bois feuillus et 

résineux. En fonction des ratios molaires entre sucres de différentes natures dans les 

hydrolysats, des hypothèses sur la structure des hémicelluloses extraites seront 

émises, et mises en corrélation avec les résultats de spectrométrie de masse dans la 

dernière section de ce chapitre.  

On constate que le rendement massique d’une préhydrolyse à 170°C est 

logiquement plus faible en comparaison à 150°C et ce pour les deux mélanges 

d’essences (cf. Tableau 13), ce qui signifie que la masse solubilisée dans les 

hydrolysats, est plus grande à 170°C qu’à 150°C. En effet, on extrait en moyenne 

environ 18% de la masse du bois de départ à 170°C, après quantification des sucres 

sur cette masse solubilisée on constate que la quantité de sucres neutres est 

d’environ 10% (Tableau 13). Considérant que le mélange de résineux contient 

environ 22% d’hémicelluloses (oligomères de sucres neutres pour comparaison) et le 

mélange de feuillus 26% en masse, ceci montre que l’on en retire 44% du bois 

résineux et 38% du bois feuillus, tandis qu’à 150°C on en extrait respectivement 16% 

et 8%. Les concentrations en hydrates de carbone sont plus faibles dans les 

hydrolysats extraits à 150°C. Ces résultats sont comparables à la littérature (Guigon 

2019), (M. Sefik Tunc et van Heiningen 2008), (Deloule et al. 2017). 

TABLEAU 13 RENDEMENT D'AUTOHYDROLYSE, CONCENTRATION, PURETE ET QUANTITE DES SUCRES NEUTRES EXTRAITS DANS LES 

HYDROLYSATS DE BOIS 

III.A.1. HYDROLYSATS BRUTS : COMPARAISON DES ESSENCES   

La part des monomères dans les hydrolysats de feuillus représente en moyenne 

15% de la masse totale des hydrates de carbone neutres extraits, tandis que chez les 

résineux cette part vaut 29% (cf. Figure 38). On constate, logiquement, qu’elle est 

plus élevée pour des préhydrolyses à 170°C qu’à 150°C, en effet des températures 

d’extraction plus élevées engendrent une plus grande dépolymérisation des 

polysaccharides dans le bois et donc la solubilisation d’une plus grande part de 

monomères (Pu et al. 2013).  

 
Rendement 

massique moyen 

d’autohydrolyse   

Concentration en g 

de sucres neutres 

par litre d’hydrolysat  

Pureté en g de 

sucres totaux par 

g d’hydrolysat sec 

Quantité en g de 

sucres neutres pour 

100g de bois sec 

SW170 82,8 ± 3,5% 23,8 ± 1,4 g.l-1 83,5 ± 2,7% 9,5 ± 0,5% 

SW150 92,7 ± 2,2% 8,5 ± 0,1 g.l-1 84,0 ± 1,1% 3,4 ± 0,1% 

HW170 82,3 24,4 ± 1,4 g.l-1 72,0 ± 3,6% 9,8 ± 0,6% 

HW150 94,9 5,1 ± 0,3 g.l-1 57,4 ± 0,4% 2,0 ± 0,1% 
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FIGURE 39 CONCENTRATION D'ARABINOSE, DE GALACTOSE, DE GLUCOSE, DE XYLOSE ET DE MANNOSE SOUS FORME 

MONOMERIQUE DANS LES HYDROLYSATS BRUTS 

Ceci est illustré dans les hydrolysats de résineux (Figure 39) : 12% seulement 

du xylose est présent sous forme de monomères à 150°C contre 44% à 170°C 

(contre 10% et 15% chez les feuillus). Ces résultats sont classiquement trouvés dans 

la littérature (Pu et al. 2013). La même tendance est observée pour le mannose et le 

galactose (respectivement à 100% et 80% sous forme oligomérique à 150°C et 88% 

et 62% à 170°C). On remarque que 74% de l’arabinose est présent sous forme 

monomérique à 170°C et 68% à 150°C. 

Dans tous les hydrolysats, feuillus y compris, l’arabinose est le sucre le plus 

présent sous forme de monomères (au minimum à 50% et jusqu’à 100%), ce résultat 

semble être en accord avec les structures les plus connues d’hémicelluloses 

comportant de l’arabinose et les études précédentes (Desharnais, Du, et Brosse 

2011). Effectivement les arabinoxylanes et arabinogalactanes qui sont 

respectivement substitués en α-1,3 et α-1,6, et les arabinanes avec un squelette en 

α-1,5 et des groupes substitués en α-1,3, constituent des polysaccharides plus 

facilement hydrolysables du fait de ce type de liaisons glycosidiques. Les hydrolysats 

de feuillus présentent de manière générale de plus faibles proportions de 

monomères aux deux températures étudiées. 

FIGURE 38 REPARTITION ENTRE MONOMERES ET OLIGOMERES DANS LES HYDROLYSATS BRUTS EN G/L 
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La Figure 40 donne la composition des oligomères présents en mélange dans 

les hydrolysats bruts. Comme attendu, dans l’hydrolysat de résineux extrait à 170°C, 

le mannose oligomérique représente la majorité des oligomères en mélange (55% 

des oligosaccharides en mélange), à température identique chez les feuillus c’est le 

xylose oligomérique qui est majoritaire et représente 73% des oligosaccharides 

(notés OS par la suite). Dans les hydrolysats extraits à 150°C, les mannanes (SW150) 

et xylanes (HW150) constituent 39 et 41% de la masse des oligomères. Des traces de 

rhamnose oligomériques (pourcentage de la masse totale en hydrates de carbone) 

sont détectées dans les hydrolysats obtenus à 150°C : 1,9 ± 0,02% (SW) et 2 ± 0,01% 

(HW), pouvant provenir des structures de type rhamnogalacturonane, 

rhamnoarabinogalactane.  

III.A.2. HYDROLYSATS ULTRAFILTRES : INFLUENCE DE LA TAILLE DE LA 

MEMBRANE 

III.A.2.a. HYDROLYSATS DE RESINEUX 

Les Figure 41 et Figure 42 décrivent les compositions osidiques des hydrolysats 

de résineux extraits à 150 et 170°C, et de leurs rétentats ultrafiltrés sur des 

membranes de 1, 3 et 5 kDa. Dès le premier seuil de coupure à 1kDa les monomères 

sont éliminés (passés à travers la membrane) en quasi-totalité pour les deux 

températures d’extraction. On observe la présence majoritaire de galactose, glucose 

et mannose oligomérique (SW170), un très faible pourcentage de xylane subsiste 

mais devient nul à 5kDa (Figure 42). Il est à noter qu’il s’agit d’un résultat marquant : 

l’ultrafiltration dans le cas des hydrolysats de résineux extraits à 170°C permet la 

séparation des galactoglucomannanes du reste des oligosaccharides (OS) en 

mélange (Tableau 16). Ceci s’explique par le fait que les chaines de xylane sont plus 

courtes que celles des mannanes, pour ce mélange d’essence, à cette température. 
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OLIGOMERIQUE DANS LES HYDROLYSATS BRUTS 
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En revanche pour l’autohydrolysat obtenu à 150°C, en comparaison à la Figure 

41, bien que les mannanes représentent plus de 40% des oligosaccharides, on 

observe des quantités non négligeables d’arabinose et de xylose oligomériques et ce 

jusqu’au seuil de coupure le plus haut. On extrait, assez logiquement, des 

pentosanes de plus haut poids moléculaire à 150°C, en effet ils représentent encore 

13% des oligomères dans le rétentat de plus haut seuil de coupure (Tableau 15). 

Dans le Tableau 14, on observe une perte en oligosaccharides (OS), due à 

l’ultrafiltration, par rapport à l’hydrolysat brut plus grande à haute température. On 

peut donc penser que les oligomères extraits à 150°C ont des chaînes plus longues 

ou bien un poids moléculaire moyen plus haut. De manière générale, la majeure 

partie des oligomères solubles ont une masse moléculaire inférieure 5000 g.mol-1. 
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FIGURE 42 CONCENTRATION D'ARABINOSE, DE GALACTOSE, DE GLUCOSE, DE XYLOSE ET DE MANNOSE 

SOUS FORME OLIGOMERIQUE DANS LES HYDROLYSATS ULTRAFILTRES DE RESINEUX A 170°C 

FIGURE 41 CONCENTRATION D'ARABINOSE, DE GALACTOSE, DE GLUCOSE, DE XYLOSE ET DE MANNOSE SOUS 

FORME OLIGOMERIQUE DANS LES HYDROLYSATS ULTRAFILTRES DE RESINEUX A 150°C 
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TABLEAU 14 CONCENTRATION, QUANTITE EXTRAITE EN POURCENTAGE MASSIQUE DU BOIS DE DEPART ET PERTE DES SUCRES 

NEUTRES EXTRAITS DANS LES HYDROLYSATS ULTRAFILTRES DE BOIS RESINEUX 

 Le ratio molaire Man :Glu :Gal du mélange des bois résineux utilisés pour cette 

étude vaut 2,9:1:0,5 (Boucher, Chirat, et Lachenal 2014), cette valeur est comparable 

à ce que l’on trouve dans la littérature, (2,8:1:0,2) (Fengel and Wegener 1984). Ce 

même ratio calculé dans les hydrolysats ultrafiltrés extraits à 170°C est similaire (cf. 

Tableau 16). Toutefois, ce ratio peut varier en fonction des espèces et peut prendre 

les valeurs suivantes : 3-4 :1 :0,5-1  (Stålbrand et al. 2003), (E. Sjöström 1993). Il est 

également connu que deux types de structures existent avec une majorité de 

galactoglucomannanes (10 à 15% dans le bois) présentant un ratio molaire 

Man :Glu :Gal de 4 :1 :0,1, et une minorité (5 à 8%) avec un ratio de 3 :1 :1 (T. E. 

Timell 1967) (R. Rowell 2012).  

En observant les ratios du Tableau 15, il apparaît deux interprétations : 

 Les chaines de galactoglucomannanes extraites à 150°C ont des structures 

différentes de celles extraites à 170°C. Il y a plus de chaines avec un ratio 

molaire de 4 :1 :0,1. 

 Les chaines de galactoglucomannanes extraites à 150°C ont les mêmes 

ratios molaires que celles extraites à 170°C, et dans ce cas, des galactanes 

et des mannanes de structure inconnue sont solubilisés. 

Dans le bois résineux les ratios molaires des arabinoxylanes classiquement 

observés sont compris entre 1,3 :10 et 1,1 :10 (Ara:Xyl), ce qui semble être cohérent 

avec le ratio calculé dans le Tableau 16 (SW170), bien que ce dernier soit 

légèrement supérieur. Les quantités de xylanes dans les hydrolysats de résineux 

ultrafiltrés sont si faibles, que la quantité d’arabinoses liés à leurs chaines n’a pas été 

détectée après hydrolyse secondaire car 10 fois moins concentrée donc en dessous 

du seuil (après vérification aucune formation de furfural n’est observée, produit de 

dégradation des pentoses). A 150°C (Tableau 15), on observe que les ratios molaires 

Ara:Xyl et Man :Glu :Gal sont très éloignés des ratios actuellement connus et 

également de ceux trouvés à 170°C. De plus des traces de rhamnose oligomérique 

sont toujours détectées à 1,4 ±0,1 %, 1,5±0,1% et 1,63±0,03% de la masse totale des 

échantillons SW150 1kDa, 3kDa et 5kDa, en revanche on n’observe pas de rhamnose 

dans les hydrolysats extraits à 170°C. Ces résultats laissent présager que des 

pectines de type galactane, arabinane ou encore rhamnogalacturonane sont 

solubilisées à 150°C, puis hydrolysées en monomères à 170°C et éventuellement 

ensuite dégradés en composés furaniques en partie. 

 
Concentration en g 

d’OS neutres par litre 

de rétentat  

Quantité correspondante 

en g d’OS neutres pour 

100g de bois sec 

Perte en OS  

par rapport à 

l’hydrolysat brut 

SW150 1kDa 5,77 ± 0,35 g.l-1 2,31 ± 0,14% 4% 

SW150 3kDa 4,63 ± 0,27 g.l-1 1,85 ± 0,11% 24% 

SW150 5kDa 3,45 ± 0,1 g.l-1 1,38 ± 0,04% 44% 

SW170 1kDa 7,72 ± 0,53 g.l-1 3,09 ± 0,21% 54% 

SW170 3kDa 5,44 ± 0,15 g.l-1 2,18 ± 0,06% 67% 

SW170 5kDa 2,41 ± 0,10 g.l-1 0,97 ± 0,04% 86% 
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Il a donc été décidé de calculer la quantité de galactoglucomannanes et 

d’arabinoxylanes avec les ratios trouvés dans le bois de départ (qui sont très proches 

de ceux calculés dans les hydrolysats extraits à 170°C), soit Ara:Xyl 0,1 :1 et Man 

:Glu :Gal 2,9:1:0,5. Ainsi les quantités d’arabinose oligomérique ne provenant pas des 

arabinoxylanes et de galactose et mannose oligomériques ne provenant pas des 

galactoglucomannanes ont été également calculés par différence, ces résultats sont 

présentés dans les Tableau 15 et Tableau 16. On constate alors, Tableau 15, qu’avec 

cette méthode de calcul les galactanes solubles ont un volume hydrodynamique 

assez gros pour représenter 15% de la masse des oligomères en mélange dans le 

rétentat de 5kDa, il semble même que leur pourcentage augmente avec le seuil de 

coupure. Concernant les arabinanes qui représentent 13% des oligosaccharides 

dans l’hydrolysat brut à 150°C, leur proportion diminue avec l’augmentation du seuil 

de coupure, puis reste stable à partir de 3kDa.  

TABLEAU 15 POURCENTAGE ENTRE OLIGOSACCHARIDES (OS) CALCULES AVEC LES RATIOS MOLAIRES TROUVES DANS LE BOIS DE 

DEPART ET RATIOS MOLAIRES EXPERIMENTAUX DANS LES HYDROLYSATS DE RESINEUX EXTRAITS A 150°C 

 SW150 
SW150 

1kDa 

SW150 

3kDa 

SW150 

5kDa 

Galactoglucomannanes/OS 

(calculés avec un ratio théorique de 2,9 : 1 : 0,5) 
29,6  37,6 49,2 54,1 

Man :Glu :Gal (ratio expérimental) 5,8 :1 :2,1 5,4 :1 :1,9 3,9 :1 :1,9 3,8 :1 :1,8 

Mannanes/OS 19,2  17,4  10,8  11,3  

Arabinoxylanes/OS 

(calculés avec un ratio théorique de 0,1 :1) 
27,6  19,5  18,6  13,1  

Ara:Xyl (ratio expérimental) 0,6 :1 0,7 :1 0,4 :1 0,6 :1 

Arabinanes/OS 13,1  10,4  5,7  5,9  

Galactanes/OS 10, 5  15,0  15,7  15,5  

 

TABLEAU 16 POURCENTAGE ENTRE OLIGOSACCHARIDES (OS) ET RATIOS MOLAIRES EXPERIMENTAUX DANS LES HYDROLYSATS DE 

RESINEUX EXTRAITS A 170°C 

 Par ailleurs, dans les rétentats sur 3 et 5 kDa des hydrolysats produits à basse 

température, on observe que les quantités de galactanes et d’arabinanes sont stables 

et dans un ratio molaire Gal :Ara de 2,3 :1 et 2,1 :1. En comparaison à une étude 

réalisée en 2004 (Stefan Willför et Holmbom 2004), ce ratio pour des 

arabinogalactanes solubles extraits d’Epicéa de Norvège et de Pin Sylvestre vaut 

respectivement 3,6 :1 et 3,8 :1. Il a été rapporté que ce ratio peut également avoir 

une valeur moyenne de 3 :1 dans le bois de résineux (R. Rowell 2012),(T. E. Timell 

1967). 

 

 SW170 
SW170 

1kDa 

SW170 

3kDa 

SW170 

5kDa 

Galactoglucomannanes/OS 78 99 99 100 

Man :Glu :Gal (ratio expérimental) 4,8 :1 :1,1 2,9 :1 :0,4 2,9 :1 :0,4 2,9 :1 :0,6 

Arabinoxylanes/OS 22 1 1 0 

Ara:Xyl (ratio expérimental) 0,2 :1 0 :1 0 :1 - 
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Tenant compte du ratio théorique des arabinogalactanes de Pin Sylvestre 

(Gal :Ara 3,8 :1), seulement 2,3 % de l’arabinose oligomérique y serait liés, et les 

10,7% restant correspondraient à des arabinanes (SW150 brut). Nous choisissons le 

ratio du Pin Sylvestre car cette essence est l’essence majoritaire du mélange étudié. 

Les parts d’arabinose oligomérique, calculées grâce à ce ratio, lié aux 

arabinogalactanes et aux arabinanes valent respectivement dans les rétentats sur 1, 

3, 5kDa : 3,3 et 7%, 3,5 et 2,2%, 3,4 et 2,5%. Dans ce cas de figure, on fait 

l’hypothèse que 100% des galactanes (la différence du galactose oligomérique lié 

aux galactoglucomannanes étant prise en compte comme décrit plus haut), sont des 

arabinogalactanes. Or, il existe dans les bois résineux des galactanes linéaires et 

ramifiés (liés ou non à des arabinanes également ramifiés) qui ne sont pas substitués 

avec des unités arabinose. Ce que l’on peut dire de manière générale, c’est que ces 

structures sont présentes dans les hydrolysats extraits à 150°C mais non détectées à 

170°C. Pour leur isolation une filtration à 10 voire 20 kDa aurait sans doute été 

nécessaire, car ils sont liés aux galacturonanes pectiques du bois et ont donc un très 

gros volume hydrodynamique en comparaison aux mannanes et xylanes. 

La proportion des galactoglucomannanes calculée avec le ratio molaire 

2,9 :1 :0,5 (trouvé dans le mélange de bois de départ) ne fait qu’augmenter avec le 

seuil de coupure mais représente seulement 54% des oligomères en mélange à 

5kDa, le poids moléculaire moyen des galactoglucomannanes extraits à 150°C ne 

permettent donc pas l’isolation à ce seuil de coupure. Dans l’optique où tous les 

mannanes proviennent de galactoglucomannanes (dont la structure diffère des 

chaines extraites à 170°C), alors la proportion de ces derniers est plus grande et 

augmenterait de 56 à 65% de 1 à 5kDa.  

III.A.2.b. HYDROLYSATS DE FEUILLUS 

Contrairement aux résineux, les xylanes de feuillus sont dépourvus 

d’arabinose (Tore E Timell 1964), cf. Figure 43 et Figure 44 présentant les 

compositions osidiques des rétentats ultrafiltrés sur des membranes de 500 Da, 1, 3 

et 5 kDa hydrolysats de feuillus extraits à 170 et 150°C. 
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FIGURE 43 CONCENTRATION D'ARABINOSE, DE GALACTOSE, DE GLUCOSE, DE XYLOSE ET DE MANNOSE SOUS FORME 

OLIGOMERIQUE DANS LES HYDROLYSATS ULTRAFILTRES DE FEUILLUS A 170°C 
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Dans l’hydrolysat de feuillus extrait à 150°C, au vu des quantités non 

négligeables d’arabinose, de rhamnose et de galactose oligomériques (Figure 44) 

dans tous les rétentats excepté le 5 kDa, la présence d’arabinogalactanes, 

d’arabinanes, de rhamnoarabinogalactanes, ainsi que certains hétéropolysaccharides 

de pectines constitués d’arabinose est fortement suspectée.  

Ces derniers représentent (rhamnose, arabinose et galactose 

oligomériques) en moyenne 21,4 ± 1,8 % des oligosaccharides en mélange dans 

l’hydrolysat brut et tous les rétentats, excepté le rétentat du 5kDa dans lequel les 

arabinanes sont complètement éliminés (Tableau 18). Etant donné le trop grand 

nombre d’inconnus et les hypothèses ne pouvant pas être vérifiées, il paraît difficile 

d’imaginer quelles structures d’arabinanes et de galactanes sont présentes, sachant 

qu’ils peuvent également être liés entre eux, de la même façon que les 

rhamnogalacturonanes (RG) peuvent également être liés de manière covalente à 

certains galactanes. De la même manière que dans les essences de résineux, la 

quantité de galactanes extraits à 150°C augmente avec le seuil de coupure des 

membranes, et celle des arabinanes diminue pour devenir nulle à 5kDa. 

Le ratio Man :Glu des oligomères de bois feuillus utilisés pour cette étude 

est 1,2 :1 alors que cette valeur est généralement entre de 2 :1 et 1 :1 (Timell and 

Syracuse 1967), (Shimizu, Hon, et Shiraishi 1991), en particulier 1,6 :1 pour les 

peupliers. Les ratios molaires Man :Glu (Tableau 18) des hydrolysats extraits à 150°C 

en étant très éloignés, il est donc à noter que des structures de type xyloglucanes 

sont certainement présentes en quantité non négligeable. Dans le cas contraire, il est 

possible que ces glucanes résultent directement de la solubilisation de la cellulose du 

bois durant l’autohydrolyse (M. Sefik Tunc et van Heiningen 2008). Si l’on calcule les 

quantités de glucomannanes théoriques selon la méthode de Tunc en utilisant un 

ratio Man :Glu de 1,6 habituellement trouvé dans les bois feuillus (M. Sefik Tunc et 

van Heiningen 2008), on peut en déduire les proportions de glucanes en mélange 

(potentiellement des xyloglucanes) pouvant atteindre jusqu’à 30% en masse des 

oligomères solubilisés, voir Tableau 18. 
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FIGURE 44 CONCENTRATION D'ARABINOSE, DE GALACTOSE, DE GLUCOSE, DE XYLOSE ET DE MANNOSE SOUS FORME 

OLIGOMERIQUE DANS LES HYDROLYSATS ULTRAFILTRES DE FEUILLUS A 150°C 
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Par opposition, les hydrolysats à 170°C présentent une très grande 

majorité de xylanes (Figure 43) qui sont complètement isolés à 5kDa (Tableau 17), 

bien que la quantité retenue sur membrane ne représente plus que 2% de la masse 

d’oligomères totale extraite dans l’hydrolysat brut (Tableau 19). Les ratios molaires 

Man :Glu sont également, à contrario, proches du bois de départ et de ceux trouvés 

dans littérature, et donc les hydrolysats contiennent très peu de glucanes. A une 

température d’autohydrolyse plus élevée (170°C), comme vu précédemment, les 

polysaccharides du bois sont plus fortement dégradés et donc les oligosaccharides 

extraits avec une plus faible masse moléculaire moyenne car les pertes en sucres 

dues à la filtration membranaire observées sont plus grandes (Tableau 19). Et de la 

même façon que pour les résineux, on observe que les structures complexes et très 

ramifiées de pectines ou autres bois de cœur ou de compression (comportant 

rhamnose et arabinose oligomériques) ne sont pas présentes donc ont probablement 

été hydrolysées et ou dégradées. Seuls les galactanes sont présents en très faible 

quantité. 

TABLEAU 17 POURCENTAGE ENTRE OLIGOSACCHARIDES (OS) CALCULES AVEC DES RATIOS MOLAIRES THEORIQUES (JANSON 

1974) ET RATIOS MOLAIRES EXPERIMENTAUX DANS LES HYDROLYSATS DE FEUILLUS EXTRAITS A 170°C 

 HW170 
HW170 

500Da 

HW170 

1kDa 

HW170 

3kDa 

HW170 

5kDa 

Glucomannanes/OS 

(calculés avec un ratio théorique de 1,6 : 1) 
21,1 21,8 21,2 19,5 0,0 

Man:Glu 

(ratio expérimental) 
1,3:1 1,2:1 1,2:1 0,9:1 - 

Glucanes/OS 2,2 2,5 2,8 5,3 0,0 

Xylanes/OS 72,3 71,7 73,1 72,5 100,0 

Galactanes/OS 4,0 4,1 2,9 2,7 0,0 

 

TABLEAU 18 POURCENTAGE ENTRE OLIGOSACCHARIDES (OS) CALCULES AVEC DES RATIOS MOLAIRES THEROQUES (JANSON 

1974) ET RATIOS MOLAIRES EXPERIMENTAUX DANS LES HYDROLYSATS DE FEUILLUS EXTRAITS A 150°C 

 

 

 

 

 HW150 
HW150 

500Da 

HW150 

1kDa 

HW150 

3kDa 

HW150 

5kDa 

Glucomannanes/OS 

(calculés avec un ratio théorique de 1,6 : 1) 
22,3 27,8 22,9 28,3 0,0 

Man:Glu  

(ratio expérimental) 
0,5:1 0,8:1 0,5:1 0,6:1 0:1 

Glucanes/OS 17,4 11,5 16,9 16,4 29,9 

Xylanes/OS 40,8 39,6 39,6 39,7 58,1 

Arabinanes/OS 9,8 12,5 11,2 6,3 0,0 

Galactanes/OS 9,6 8,7 9,5 9,4 12,0 
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TABLEAU 19 CONCENTRATION, QUANTITE EXTRAITE EN POURCENTAGE MASSIQUE DU BOIS DE DEPART ET PERTE DES SUCRES 

NEUTRES EXTRAITS DANS LES HYDROLYSATS ULTRAFILTRES DE BOIS FEUILLUS 

 

Au vu des résultats concernant la composition osidique des hydrolysats de bois 

de manière générale, on peut dire que plus la température d’autohydrolyse est 

élevée, plus le rendement est haut, mais plus les chaines solubilisées sont courtes et 

donc les pertes en oligosaccharides dues à l’ultrafiltration sont grandes. Les 

hydrolysats extraits à 170°C sont composés assez classiquement, majoritairement de 

xylanes chez les feuillus et de galactoglucomannanes chez les résineux. A contrario, 

à des températures plus faible, la diversité moléculaire et la complexité des 

hydrolysats augmente, avec la présence de galactanes, d’arabinanes et de glucanes 

avec un poids moléculaire suffisant pour faire partie des rétentats sur le plus haut 

seuil de coupure membranaire. 

  

 
Concentration en g 

d’OS neutres par litre 

de rétentat  

Quantité correspondante 

en g d’OS neutres pour 

100g de bois sec 

Perte en OS  

par rapport à 

l’hydrolysat brut 

HW150 500 Da 3,64 g.l-1 1,5 % 18% 

HW150 1kDa 3,28 ± 0,29 g.l-1 1,31 ± 0,12% 26% 

HW150 3kDa 2,93 ± 0,11 g.l-1 1,17 ± 0,05% 34% 

HW150 5kDa 0,36 ± 0,01 g.l-1 0,15 ± 0,01% 92% 

HW170 500Da 8,90 g.l-1 3,56 % 58% 

HW170 1kDa 6,40 ± 0,32 g.l-1 2,56 ± 0,03 % 69% 

HW170 3kDa 3,65 ± 0,40 g.l-1 1,46 ± 0,04 % 82% 

HW170 5kDa 0,50 ± 0,01 g.l-1 0,20 ± 0,00 % 98% 
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III.B. GROUPEMENTS DE SUBSTITUTION DES OLIGOSACCHARIDES 

SOLUBLES 

III.B.1. OLIGOSACCHARIDES ACETYLES 

III.B.1.a. HYDROLYSATS DE RESINEUX 

Dans cette partie sont présentées les quantités d’acide acétique libre et lié sous 

forme de groupes acétyles, ainsi que le calcul du degré d’acétylation des 

oligosaccharides et plus précisément des hexosanes, en fonction du seuil de coupure 

des membranes utilisées pour l’ultrafiltration. 

TABLEAU 20 RATIO MOLAIRE ENTRE GROUPE ACETYLE ET UNITE ANHYDROMANNOSE DANS LES OLIGOSACCHARIDES PRESENTS 

DANS LES AUTOHYDROLYSATS DE BOIS RESINEUX DE DEPART ET LEURS RETENTATS A DIFFERENTS SEUILS DE COUPURE 

 Ratio molaire Man:Ac 

 Brut 1 kDa 3 kDa 5 kDa 

150 °C 2,0:1 2,4:1 2,1:1 2,1:1 

170 °C 2,2:1 2,8:1 3,3:1 2,6:1 

 On admet que seules les galactoglucomannanes et les galactanes sont 

acétylés, et non les 4-O-methylglucuronoarabinoxylanes (T. E. Timell 1967), pour le 

calcul du degré d’acétylation des hémicelluloses de résineux. Les ratios molaires 

dans les hydrolysats bruts (Tableau 20) sont très proches du ratio calculé dans le 

bois de départ qui vaut 2 :1. Les galactoglucomannanes natifs des bois résineux les 

plus communs ont un ratio molaire Man :Ac plus élevé : 4 :1 (Tore E Timell 1964), (R. 

Rowell 2012). On peut donc en déduire à priori que les mannanes du mélange étudié 

sont plus acétylés que la moyenne. 

Ce ratio molaire est plus élevé de manière générale dans les hydrolysats 

extraits à 170°C plutôt qu’à 150°C, ceci pourrait être expliqué par la quantité non 

négligeable de galactanes dans ces derniers et le fait qu’ils sont potentiellement 

acétylés. Il semble également que les oligosaccharides dans les rétentats (donc avec 

des chaines plus longues) présentent des ratios molaires plus élevés que dans les 

hydrolysats bruts. Ceci pourrait être dû au fait que des oligomères à chaines courtes 

autre que des mannanes (suffisamment courts pour passer à travers les pores des 

membranes) sont acétylés, ainsi les ratios calculés dans les hydrolysats bruts sont 

faussés et sont en réalité plus élevés car tous les groupes acétyles présents dans 

l’hydrolysat brut ne proviendraient pas uniquement des mannanes. De plus, les 

oligosaccharides solubles dans l’eau extraits par hydrolyse ont généralement un 

degré d’acétylation plus faible que dans le bois brut (certains groupes acétyles sont 

hydrolysés en acide acétique) donc un ratio molaire Man :Ac plus élevé. 



 

 

1
1

2
 

Les quantités d’acide acétique total correspondent à la somme des quantités 

d’acide libre et liés, on constate que cette quantité diminue drastiquement entre les 

hydrolysats bruts et ultrafiltrés (Figure 45 et Figure 46), ce qui est expliqué par la 

perte en oligosaccharides, mais également par l’élimination quasi totale de l’acide 

acétique libre à partir du premier seuil de coupure de membrane. Les groupes 

acétyles liés sont en quantité presque identique dans les hydrolysats extraits à 150°C 

et ultrafiltrés, on constate tout de même une légère diminution, alors qu’à 170°C la 

diminution est plus forte, de la même manière que la perte en oligomères est plus 

grande. 

Ces résultats sont à corréler avec le degré d’acétylation moyen des 

galactoglucomannanes, cf. Figure 47. Les hémicelluloses du mélange de bois 

résineux utilisés dans cette étude présentent un DAC légèrement plus élevé en 

comparaison à la littérature (Shimizu, Hon, et Shiraishi 1991), (T. E. Timell 1967), 

compris de manière générale entre 0,17 et 0,36. 

FIGURE 46 CONCENTRATION EN G/L DE L'ACIDE ACETIQUE LIBRE, TOTAL (OBTENU PAR HYDROLYSE SECONDAIRE), ET LIE SOUS 

FORME DE GROUPE ACETYLE DANS LES HYDROLYSATS BRUTS ET ULTRAFILTRES DE RESINEUX EXTRAITS A 150°C 
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FIGURE 45 CONCENTRATION EN G/L DE L'ACIDE ACETIQUE LIBRE, TOTAL (OBTENU PAR HYDROLYSE SECONDAIRE), ET LIE SOUS 

FORME DE GROUPE ACETYLE DANS LES HYDROLYSATS BRUTS ET ULTRAFILTRES DE RESINEUX EXTRAITS A 170°C 



 

 

1
1

3
 

Dans cette étude les galactoglucomannanes ont un DAC de 0,37 ± 0,04 

dans le bois avant préhydrolyse, contre 0,33 pour les glucomannanes d’épicéa et 

0,36 pour les galactoglucomannanes de pin (Tenkanen et al. 1993), (Tenkanen, 

Thornton, et Viikari 1995), (Lindberg, KG, et Svensson 1973). Le degré d’acétylation 

moyen des galactoglucomannanes suit la tendance du ratio molaire (Tableau 20). Les 

hydrolysats présentent des valeurs de DAC proches de la littérature (McDonald-

Wharry 2010), (Lundqvist et al. 2003). On observe une augmentation avec le seuil de 

coupure. Ce DAC semble plus élevé dans les hydrolysats extraits à 150°C par rapport 

à ceux extraits à 170°C, en effet il est possible qu’à température plus élevée on 

déacétyle les oligosaccharides solubilisés, d’où également la quantité totale en acide 

acétique plus élevée dans l’hydrolysat brut SW170 (Figure 45). 

III.B.1.b. HYDROLYSATS DE FEUILLUS 

Le ratio molaire Ac :10Xyl vaut 5,15 dans le bois de départ, résultat assez 

classique pour un mélange comparable (M. Sefik Tunc et van Heiningen 2008). On 

observe, à contrario des essences de résineux, que le ratio dans les hydrolysats 

bruts est plus élevé que dans le bois, cf. Tableau 21. Pour une autohydrolyse de 1h à 

150°C, une étude trouve un ratio de 6 (M. Sefik Tunc et van Heiningen 2008), les 

xylanes extraits dans cette étude sont donc plus acétylés car il ne s’agit pas 

exactement des mêmes essences, ou bien d’autres oligosaccharides sont acétylés 

dans les hydrolysats. On n’observe pas d’évolution particulière avec l’effet de 

l’ultrafiltration, cependant il est intéressant de constater qu’à 170°C le ratio retombe à 

5,2 dans le rétentat du 5kDa, rétentat essentiellement composé de xylanes (Tableau 

17). 

TABLEAU 21 RATIO MOLAIRE ENTRE UN GROUPES ACETYLES ET 10 UNITES ANHYDROXYLOSE DANS LES OLIGOSACCHARIDES 

PRESENTS DANS LES AUTOHYDROLYSATS DE BOIS FEUILLUS DE DEPART ET LEURS RETENTATS A DIFFERENTS SEUILS DE COUPURE 

 

 

 

 

 Ratio molaire Ac : Xyl 

 Brut 500 Da 1 kDa 3 kDa 5 kDa 

150 °C 6,8:10 7,2:10 6,1:10 6,9:10 7,3:10 

170 °C 5,7:10 6,0:10 5,6:10 6,2:10 5,2:10 

FIGURE 47 DEGRE D'ACETYLATION DES GALACTOGLUCOMANNANES ET DES GALACTANES DANS LES 

HYDROLYSATS BRUTS ET ULTRAFILTRES DE RESINEUX 
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La quantité d’acide acétique totale dans chaque échantillon (Figure 48 et 

Figure 49), est liée à la quantité d’oligosaccharides en mélange, de la même manière 

que dans les hydrolysats de résineux. 

Pour rappel, le mélange de bois feuillus utilisé durant ces travaux est constitué 

de peuplier à près de 47% en masse. Le calcul du DAC des oligosaccharides présents 

dans les hydrolysats de feuillus est basé sur plusieurs études ayant prouvé qu’à la 

fois les glucomannanes et les methylglucuronoxylanes (DAC compris entre 0,6 et 0,75) 

de peuplier solubles dans l’eau sont acétylés (Teleman et al. 2003), (Teleman et al. 

2000). Comme vu dans la sous-section III.A.2.b. Hydrolysats de feuillus, les 

hydrolysats de feuillus extraits à 150°C présentent des quantités importantes de 

glucanes et glucomannanes (en moyenne 40,9 ± 2,5 % des oligomères).  

FIGURE 48 CONCENTRATION EN G/L DE L'ACIDE ACETIQUE LIBRE, TOTAL (OBTENU PAR HYDROLYSE SECONDAIRE), ET LIE 

SOUS FORME DE GROUPE ACETYLE DANS LES HYDROLYSATS BRUTS ET ULTRAFILTRES DE FEUILLUS EXTRAITS A 150°C 
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On sait que ces hémicelluloses peuvent être acétylées (Johnson et al. 2017). Le 

DAC des glucomannanes solubles extraits de peuplier est à 0,3 en moyenne (Teleman 

et al. 2003). Cependant, il a été démontré que 90% des acétates dans le bois de 

peuplier sont attachés à des unités xylopyranose et que la quantité d’acétate libérée 

dans les hydrolysats est corrélée positivement aux quantités de xylose, rhamnose et 

mannose (négativement pour le glucose et galactose) pour le peuplier (Johnson et al. 

2017). Ceci implique que la part d’acétyles liés aux xyloglucanes et galactanes est 

faible pour cette essence. Cependant la part des acétyles liés aux mannanes ne doit 

pas être négligée. 

Deux hypothèses sont donc à examiner à priori, soit d’une part les glucanes non 

liés aux glucomannanes proviennent de la cellulose du bois qui serait en partie 

dépolymérisée durant l’extraction (M. Sefik Tunc et van Heiningen 2008), soit d’autre 

part, on admet que la somme des quantités oligomériques de xylose, glucose et 

mannose détectées dans les hydrolysats sont directement liées à la solubilisation des 

hémicelluloses de structures suivantes : 

 Xyloglucanes potentiellement acétylés 

 Glucomannanes potentiellement acétylés 

 4-O-Methylglucuronoxylanes acétylés et xylanes acétylés 

Il convient donc d’examiner deux cas de figure différents, les plus probables : 

 Seuls les xylanes sont acétylés, dans ce cas 100% des groupes acétyles 

quantifiés sont utilisés pour le calcul du degré d’acétylation des xylanes 

nommé DAC1  

   Les xylanes et les glucomannanes sont acétylés, dans ce cas on attribue 

90% des groupes acétyles aux xylanes et 10% aux glucomannanes. Le 

degré d’acétylation des xylanes sera alors nommé DAC2. 
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Les hydrolysats de feuillus extraits à 150°C contiennent des xylo-

olgosaccharides avec des degrés d’acétylation plus élevés en comparaison à 170°C, 

résultats présentés dans les Figure 50 et Figure 52. Dans les deux cas, on ne peut 

pas dire que le degré de substitution des xylanes suive une évolution particulière au 

vu des écarts types. Il est à noter que les DAC2 calculés dans tous les hydrolysats sont 

en accord avec les degrés connus des xylanes de feuillus solubles (Teleman et al. 

2000), alors que les degrés (DAC1) sont anormalement élevés.  

De plus, les degrés de substitution des glucomannanes présenté sur la Figure 

51, sont similaires à ceux présentés dans une étude menée sur le bois de peuplier 

(Teleman et al. 2003). On peut donc imaginer que les xylanes ne sont pas les seuls 

oligosaccharides acétylés. Par ailleurs, dans les rétentats sur 5 kDa, la valeur du DAC2 

n’a plus de sens car tous les mannanes sont éliminés. On constate alors qu’à 170°C 

le DAC1 redevient égal à celui du bois départ, ce résultat semble cohérent car dans ce 

rétentat 100% des oligosaccharides sont des xylanes. A l’inverse, le DAC1 des xylanes 

extraites à 150°C et ultrafiltrés sur 5kDa est anormalement élevé (0,91). Il faut dire 

que dans ce rétentat tous les glucomannanes ont été éliminés sous la membrane, et 

le pourcentage massique des glucanes et des galactanes s’élève respectivement à 

30 et 12%. On peut donc y voir la confirmation qu’une partie de ces deux 

oligosaccharides est potentiellement acétylée surtout s’il s’agit de xyloglucanes et de 

galactanes pectiques. 
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FIGURE 51 DEGRE D'ACETYLATION MOYEN DES GLUCOMANNANES DANS LE BOIS DE DEPART (HARDWOOD CHIPS), LES 

HYDROLYSATS BRUTS ET ULTRAFILTRES DE FEUILLUS EXTRAITS A 150°C ET 170°C 
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Dans l’ensemble, il apparait que les xylanes de feuillus et les mannanes de 

résineux extraits par autohydrolyse dans cette étude soient légèrement plus acétylés 

que dans la littérature. Il semble qu’à haute température les oligosaccharides sont 

moins acétylés, ceci est probablement dû au fait que l’acidité de la réaction, 

exacerbée à haute température, peut désacétyler les oligomères déjà solubilisés. Il 

est important de mentionner que les hydrolysats de feuillus extraits à 150°C peuvent 

contenir des xyloglucanes acétylés et ceux de résineux des arabinogalactanes 

acétylés (ce résultat est confirmé par les résultats de spectrométrie de masse section 

III.D.2. Spectrométrie de masse : structure et composition des oligosaccharides). 

III.B.2. QUANTIFICATION DES ACIDES HEXURONIQUES ET RATIOS MOLAIRES 

Les Figure 53 et Figure 54 donnent l’histogramme des pourcentages massiques 

sur certains échantillons d’acide galacturoniques et 4-O-methylglucuronique. Cette 

dernière quantité semble diminuer avec l’augmentation du seuil de coupure dans les 

hydrolysats de résineux. Au contraire, cette quantité augmente avec le seuil de 

coupure dans les hydrolysats de feuillus extraits à 150°C, et semble rester stable 

entre 1 et 3kDa à 170 °C.  

Il semble donc, au vu des résultats obtenus dans la section III.A.2. Hydrolysats 

ultrafiltrés : influence de la taille de la membrane, que la quantité d’acide 4-O-

methylglucuronique soit directement proportionnelle à la part des xylanes dans 

chaque échantillon, ce qui est logique. De manière générale, les pourcentages 

d’acide galacturonique sont supérieurs à ceux des acides 4-O-methylglucuronique et 

ne suivent pas de tendance évolutive particulière, au vu des écarts types. 

Dans les échantillons SW150 et SW150 1kDa on détecte des traces d’acide 

glucuronique, respectivement 0,6 et 1% de la masse totale.  Le ratio Ara :GlcA des 

arabinogalactanes solubles dans l’eau extraits du bois de cœur de l’épicéa de 

Norvège vaut 1:1 (ratio molaire 1 :0,8) et du pin Sylvestre 1 :0,2 (ratio molaire 1 :0,2) 

(Stefan Willför et Holmbom 2004). Si l’on calcule ce ratio à partir de la quantité 

d’arabinose oligomérique non lié aux arabinoxylanes, il vaut 1 :0,1, et est identique 

dans l’hydrolysat brut et ultrafiltré. A présent si l’on calcule, comme précédemment 
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dans la sous-section III.A.2.a. Hydrolysats de résineux, la quantité d’arabinose lié aux 

arabinogalactanes avec un ratio Gal :Ara de 3,8 (Pin Sylvestre), alors le ratio 

Ara :GlcA prend les valeurs suivantes 1 :0,4 dans l’hydrolysat brut et 1 :0,2 dans 

l’hydrolysat ultrafiltré sur 1kDa.  

 Les xylanes composant les bois feuillus sont généralement composés de 9 à 10 

unités de xylose pour une unité acide 4-O-méthylglucuronique (Timell 1964), 

contrairement aux xylanes de résineux qui sont généralement plus acides avec 5 à 6 

unités xylose pour un acide 4-O-methylglucyronique (T. E. Timell 1967), ceci 

correspond respectivement à des ratio molaires 4-O-Me GlcA:Xyl de 1,1-1 :10 chez 

les feuillus et 1,7-2 :10 chez les résineux. On voit dans le Tableau 22 que ces ratios 

sont comparables bien que légèrement inférieurs pour les résineux, alors que les 

hydrolysats de feuillus présentent des ratios molaires 2 à 3 fois plus faibles que ceux 

donnés dans la littérature. Ces résultats pourraient s’expliquer par le fait que ces 

ratios sont calculés sur l’ensemble des xylanes dans les liqueurs, or il est tout à fait 

possible d’extraire lors de l’autohydrolyse, des xylanes (acétylés chez les feuillus et 

non acétylés chez les résineux) qui ne sont pas substitués avec des groupes acides 

4-O-methylglucuronique, notamment des chaines de bas degré de polymérisation. 

TABLEAU 22 RATIOS MOLAIRES 4-O-ME GLCA POUR 10 UNITES XYLOSE ET GALA POUR UNE UNITE RHAMOSE 

 

 

 

 

 

 

 

 

 4-O-Me GlcA: Xyl GalA: Rha 

SW150 1,6:10 2,0:1 

SW150 1kDa 2,1:10 2,6:1 

SW170 1kDa 1,3:10 - 

SW150 3kDa 1,2:10 2,6:1 

SW150 5kDa 1,3:10 2,2:1 

HW150 0,6:10 2,2:1 

HW150 1kDa 0,5:10 1,0:1 

HW150 3kDa 0,6:10 1,1:1 

HW170 1kDa 0,3:10 0,8:1 

HW170 3kDa 0,3:10 1,3:1 
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Les acides galacturoniques solubilisés peuvent provenir des 

rhamnogalacturonanes. Ce type d’hémicelluloses est aussi bien présent dans les 

pectines de feuillus que de résineux, deux structures sont principalement connues 

(notées RG-I et RG-II). Ces acides peuvent également exister sous forme 

d’homogalacturonanes, ces derniers représentent 65% des pectines (Babbar et al. 

2016) (Sista Kameshwar et Qin 2018a). Il est à noter qu’une étude assez récente 

prouve la présence de rhamnogalacturonanes (RG-I) et d’homogalacturonanes (HG, 

uniquement composés d’acide galacturonique) dans la pectine des parois primaires 

de xylem chez le Populus alba L. (Yang et al. 2020), essence qui constitue à 47% en 

masse le mélange étudiée dans ce projet. Dans le bois de peuplier le ratio molaire 

GalA : Rha peut s’élever jusqu’à 5 :1 (Simson et Timell 1978) pour les RG-II, et vaut 

1 :1 pour les RG-I . Les acides galacturoniques peuvent également être à l’origine 

des substituants sur certaines chaines de galactane dans les bois résineux (d’où leur 

pourcentage plus élevé dans les extraits à 150°C qu’à 170°C) et le rhamnose peut 

également provenir de rhamnoarabinogalactanes. Dans le Tableau 22, on constate 

que le ratio GalA :Rha moyen vaut 1,1 :1 dans les hydrolysats de feuillus ces résultats 

sont tout à fait en accord avec une étude précédemment menée (Z. Li et al. 2013), on 

peut penser que des RG-I sont présents (Yang et al. 2020). Le ratio molaire moyen 

observé est de 2,3 :1 dans les hydrolysats de résineux, cela laisse présager soit la 

présence d’HG en plus grande quantité et de RG-I, soit de RG-II (situé principalement 

dans la paroi primaire des cellules). Les RG-II ont été trouvés dans le Douglas 

(Thomas et al. 1987), cette essence représente 16% du mélange de résineux étudié, 

ces résultats sont donc assez cohérents.  

En résumé, une extraction à basse température permet de conserver ou 

d’extraire en plus grande quantité les pectines du bois, et notamment les 

rhamnogalacturonanes. La structure des RG extraits dépend non pas de la sévérité 

de l’autohydrolyse mais de l’essence de bois. Les hydrolysats de feuillus comme 

ceux de résineux peuvent donc contenir des rhamnogalacturonanes de type I et II 

mais également des homogalacturonanes, en faible quantité en comparaison aux 

oligomères neutres. Comme trouvé dans la littérature, les xylanes de résineux sont 

plus acides que les xylanes de feuillus donc plus substitués en acide 4-O-

methylglucyronique. Ces derniers semblent deux fois plus substitués dans les 

hydrolysats de feuillus extraits à 150°C en comparaison à une autohydrolyse à 170°C. 

Ce résultat est logique puisqu’à des conditions plus sévères un groupement de 

substitution acide hexuronique a plus de chance d’être hydrolysé. Enfin les traces 

d’acide glucuronique détectées sont cohérentes avec la présence 

d’arabinogalactanes suspectée dans la partie précédente. 
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III.C. IMPURETES DANS LES HYDROLYSATS DE BOIS 

III.C.1. PRODUITS DE DEGRADATION 

Les quantités de furfural et hydroxyméthylfurfural, produits de dégradation en 

conditions acides générés lors de l’autohydrolyse par les pentoses et hexoses 

(Figure 55), détectés par HPLC dans les hydrolysats de résineux sont similaires avec 

les résultats obtenus au laboratoire sur les mêmes mélanges d’essences (Deloule et 

al. 2017). C’est aussi le cas pour les hydrolysats de feuillus (Guigon 2019). On 

constate cependant que l’acide formique est assez élevé dans les hydrolysats extraits 

à 150°C, il est donc possible que la majorité du furfural se soit transformé. L’acide 

lévulinique n’a été détecté dans aucun échantillon. Par ailleurs, la nanofiltration et 

l’ultrafiltration membranaire permet d’éliminer 100% des contaminants. Cependant 

des traces de furfural et hydroxyméthyfurfural sont détectées dans les hydrolysats 

filtrés sur 500Da de feuillus extraits à 150°C, des temps de filtration plus longs 

pourraient palier au problème pour cet échantillon. 

III.C.2. LIGNINE SOLUBLE 

Une partie de la lignine est dépolymérisée pendant l’étape d’autohydrolyse 

(Curmi 2018). Il existe plusieurs méthodes pour quantifier la lignine (G.S. Chua et 

Wayman 1979), (INNVENTIA 2016), (M. Sefik Tunc et van Heiningen 2008). Etant 

donné que le furfural et l’hydroxyméthylfurfural absorbent à 280 nm (Marraccini et 

Kleinert 1959), il est préférable d’utiliser la méthode TAPPI UM 250 (Maekawa, 

Ichizawa, et Koshijima 1989) qui tient compte uniquement de l’absorbance à 205nm 

et non à 280 nm. Par ailleurs, ces composés ne contribuent qu’à hauteur de 1% au 

maximum à la valeur d’absorbance mesurée à 205nm dans les hydrolysats, pour le 

mélange d’essences de feuillus étudié ici (Guigon 2019).   

 

 

FIGURE 55 CONCENTRATION EN HYDROXYMETHYLFURFURAL, FURFURAL ET ACIDE FORMIQUE DANS LES 

HYDROLYSATS BRUTS 
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Le spectre d’absorbance de l’hydrolysat brut de résineux extrait à 170°C 

montre une large gaussienne avec un maxima à 280 nm, écrasé à 150°C (en effet, les 

quantités de furfural et hydroxyméthylfurfural sont quasi nulles dans le SW150, 

Figure 57). On constate également qu’à 200 nm et non à 205 nm (la démarcation par 

une ligne verticale rouge en pointillés correspondant à la valeur à 205 nm), un 

maximum est atteint pour les deux spectres et celui qui correspond au SW170 est 

plus élevé (Figure 57). On observe la même tendance pour les hydrolysats de 

feuillus, à la différence que l’absorbance est plus élevée dans les hydrolysats extraits 

à 150°C (Figure 58), ce qui est très bien illustré par la photo de la Figure 56. Ce type 

de spectres est assez classique, avec un maximum qui n’est pas atteint à 205 nm 

(Maekawa, Ichizawa, et Koshijima 1989).  

 On remarque également que la nanofiltration à 500 Da suffit à éliminer quasi 

complètement les composés phénoliques et aromatiques qui absorbent à 280nm 

dans l’autohydrolysat de bois feuillus obtenu à 170°C (Figure 58) alors que ce n’est 

pas le cas pour l’autohydrolysat obtenu à 150°C. Ce résultat est en accord avec les 

résultats de la section III.C.1. Produits de dégradation. Sur le spectre donné Figure 

59, on observe l’influence de l’ultrafiltration sur l’absorbance des hydrolysats de 

résineux extraits à 150°C. Il faut aller jusqu’au seuil de 5 kDa pour complètement 

écraser le signal à 280 nm. Le maximum est progressivement décalé vers les plus 

faibles longueurs d’ondes avec un seuil de coupure croissant, ainsi l’absorbance à 

205 nm baisse. Ce décalage vers des longueurs d’ondes plus faibles est dû à la 

diminution de la concentration en lignine soluble, et ce phénomène est 

particulièrement connu dans les bois résineux (Maekawa, Ichizawa, et Koshijima 

1989). 

 

FIGURE 56 PHOTO DES HYDROLYSATS BRUTS CENTRIFUGES, DE GAUCHE A DROITE : SW170, HW150 ET 

HW170 
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FIGURE 57 SPECTRE UV-VIS DES HYDROLYSATS BRUTS DE RESINEUX EXTRAITS A 150°C ET 170°C 
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FIGURE 58 SPECTRE UV-VIS DES HYDROLYSATS DE FEUILLUS ULTRAFILTRES SUR 500DA 

EXTRAITS A 150°C ET 170°C 

FIGURE 59 SPECTRE UV-VIS DES ECHANTILLONS DE RESINEUX ULTRAFILTRES EXTRAITS A 150°C 

0

0,1

0,2

0,3

0,4

0,5

190 240 290 340 390

A
b

s
o

rb
a
n

c
e

λ (nm)

SW150 1kDa

SW150 3kDa

SW150 5kDa



 

 

1
2

3
 

  

FIGURE 60 CONCENTRATION EN LIGNINE SOLUBLE (AXE DE GAUCHE), PERTE EN LIGNINE PAR RAPPORT A LA QUANTITE DANS 

L'HYDROLYSAT BRUT (AXE DE DROITE), RATIO MASSIQUE DE LA QUANTITE DE LIGNINE SOLUBLE PAR RAPPORT A LA QUANTITE 

D'OLIGOSACCHARIDES NEUTRES (AXE DE DROITE) 
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Les concentrations en lignine soluble quantifiée par UV grâce à la méthode 

TAPPI UM 250 sont présentées pour chaque échantillon étudié dans ce chapitre sur 

la Figure 60. En comparaison à la littérature, la quantité extraite dans les hydrolysats 

bruts de feuillus extraits à 170°C semble légèrement plus élevée (Guigon 2019), 

(Beaufils 2019) et à 150°C plus faible (M. Sefik Tunc et van Heiningen 2008). En 

revanche les résultats obtenus pour les essences de résineux sont équivalents aux 

résultats d’études précédentes (Deloule et al. 2017). La concentration en lignine 

soluble diminue à hauteur de 90%, 87%, 91% et 83% (Figure 60) entre les 

hydrolysats bruts et ultrafiltrés sur 1kDa des échantillons SW170, SW150, HW170, 

HW150. La perte en lignine augmente avec le seuil de coupure. Toutes les filtrations 

sont réalisées dans les mêmes conditions, à l’exception de la pression relative 

appliquée qui change avec le seuil de coupure, afin d’obtenir un même pH au 

rétentat. Ces résultats signifient donc que la majorité des fragments de lignine 

solubilisés pendant l’autohydrolyse sont de faible masse moléculaire.   

Etant données les pertes en sucres considérables avec la filtration 

membranaire, il serait plus pertinent d’observer l’évolution du ratio 

lignine/oligosaccharides, ce dernier est présenté Figure 60 par les croix bleues. On 

remarque que les meilleurs ratios (les plus faibles) sont obtenus dans les rétentats 

sur 1 kDa pour tous les échantillons sauf le HW150 (3kDa).  

Ces ratios semblent augmenter aux plus hauts seuils de coupure (3 et 5 kDa), 

ceci signifie que l’on n’élimine alors plus de sucres que de lignine à partir de ces 

seuils. Il est à noter que la lignine soluble de si haut poids est plus difficilement 

soluble, sauf si elle est très acétylée comme les oligosaccharides. Par ailleurs, on sait 

que les oligosaccharides solubles d’hémicelluloses chargées, notamment les 

méthylglucuronoxylanes, constituent la part la plus importante des hémicelluloses 

liées de manière covalente aux fragments de lignine solubilisés lors de la 

préhydrolyse du bois (Yongchao Zhang et al. 2019), (Giummarella et Lawoko 2017). 

Ces résultats peuvent laisser penser que soit une petite part de lignine solubilisée est 

de haut poids moléculaire, soit elle est impliquée dans des complexes lignine hydrate 

de carbone (LCC). Les LCC ont une masse moléculaire et un volume 

hydrodynamique supérieurs aux mêmes hydrates de carbone non liés à la lignine. On 

pourrait même penser que les xylanes des hydrolysats de feuillus ne sont présents 

dans les rétentats sur 5 kDa que grâce à leur liaison à la lignine. 

En conclusion, la lignine extraite à plus haute température est de plus faible 

masse molaire donc plus facilement éliminée par ultrafiltration. Au plus haut seuil de 

coupure la quantité de lignine retirée est plus grande dans les hydrolysats de feuillus 

que de résineux. 
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III.D. MASSE MOLAIRE DES OLIGOSACCHARIDES 

D’HEMICELLULOSES PRESENTS DANS LES AUTOHYDROLYSATS 

Les hydrolysats de bois sont des mélanges de monomères et d’oligomères 

d’hémicellulose très polydisperses. La principale technique employée dans ce 

chapitre, l’ultrafiltration, consiste à fractionner l’hydrolysat en fonction de la taille et 

de la masse moléculaire des hydrates de carbone en mélange. Nous avons vu que 

cette technique permet notamment de séparer les mannanes et les xylanes à haut 

seuil de coupure dans les hydrolysats de résineux et de feuillus extraits à 170°C.  

Dans cette partie est présentée l’analyse des hydrolysats de bois par 

chromatographie à perméation de gel couplée à un détecteur à diffusion de la 

lumière 3 angles (MALS dont le signal sera noté LS par la suite) et à un détecteur 

réfractométrique (dont le signal sera noté RI). Grâce aux équations données par le 

formalisme de Zimm (cf. Chapitre Matériels et Méthodes), la masse moléculaire 

moyenne pondérée en nombre (notée Mn) et en poids (notée Mw) ainsi que la 

dispersité sont calculées pour les hydrolysats bruts et leurs rétentats ultrafiltrés aux 

différents seuils de coupure étudiés dans ce chapitre. Le but est de comprendre dans 

quelle mesure l’ultrafiltration influe sur la masse moléculaire moyenne des 

oligosaccharides en mélange. Un troisième détecteur d’ultraviolet est également 

placé en sortie de colonne et fixé à 280nm afin d’observer l’absorbance de la lignine 

soluble ainsi que des composés aromatiques et furaniques présents dans 

l’hydrolysat. Cette analyse donnera accès à des informations précieuses concernant 

la distribution de masse des hémicelluloses solubilisées lors de l’autohydrolyse ainsi 

que de la lignine (analyse qualitative) pour compléter la compréhension des 

phénomènes mis en jeu lors de l’ultrafiltration et de l’impact de cette technique de 

purification sur la masse molaire des oligosaccharides retenus sur les membranes. 

III.D.1. CHROMATOGRAPHIE D’EXCLUSION STERIQUE 

III.D.1.a. SIGNAUX REFRACTOMETRIQUES DES CHROMATOGRAMMES D’EXCLUSION 

STERIQUE 

Les Chromatogramme 12 et Chromatogramme 13 donnent les 

chromatogrammes obtenus après séparation par filtration de gel et détection par 

réfractométrie différentielle pour tous les hydrolysats et rétentats étudiés dans ce 

chapitre (bois résineux et feuillus). On observe en premier lieu que l’ultrafiltration 

semble plus efficace dans les hydrolysats de résineux (Chromatogramme 12) que de 

feuillus (Chromatogramme 13), et en particulier lorsqu’ils sont extraits à haute 

température (170°C) car le décalage des gaussiennes (signaux du réfractomètre) 

ainsi que l’élimination des populations de faible masse moyenne sont plus nets. Cette 

hypothèse est confirmée par les chromatogrammes d’exclusion stérique présentés 

en Annexe, Chromatogramme 18 (b) et (c). Le pic le mieux résolu à un temps de 

rétention de 43,4 min du signal lié au réfractomètre (Chromatogramme 12) de 

l’hydrolysat brut extrait à 150°C (courbe violette) correspond à une masse moyenne 

de 250 Dalton soit allant de 170 à 400 Daltons. Il est important de mentionner que de 

la lignine soluble de faible masse moléculaire est éluée en même temps, au vu du 

Chromatogramme 17 en Annexes, par conséquent le calcul des masses même avec 

le dn/dc choisi est faussé. L’épaulement à droite du pic correspond en moyenne à la 

masse d’un monomère de sucre. Il semble que ces deux populations disparaissent 

totalement avec l’ultrafiltration et ce à partir du plus petit seuil de coupure.  
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Ce même pic est retrouvé dans la distribution de masse Figure 62 (courbe 

jaune). Pour tous les autres chromatogrammes le temps de rétention du monomère 

se trouve à 41,2 min, le pic correspondant est éliminé dans les rétentats sur 3kDa. 

Les chromatogrammes des hydrolysats de feuillus bruts et ultrafiltrés obtenus à 

150°C (Chromatogramme 13) montrent un épaulement toujours présent au sommet 

des gaussiennes même au plus haut seuil de coupure, alors qu’à 170°C au même 

seuil (5kDa), on observe un seul pic mieux défini, bien qu’il montre également 

plusieurs populations. 
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CHROMATOGRAMME 12 CHROMATOGRAMMES OBTENUS APRES SEPARATION PAR PERMEATION DE GEL ET DETECTION 

PAR REFRACTOMETRIE DIFFERENTIELLE DES HYDROLYSATS DE RESINEUX EXTRAITS A 170 (COLONNES SB 803 HQ EN 

SERIE AVEC SB 802,5 HQ) ET 150°C ( 2 COLONNES SB 806 HQ  EN SERIE) ET DE LEURS RETENTATS SUR 1,3 ET 

5KDA 
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 On remarque également que la courbe du réfractomètre commence à monter 

bien plus tôt à 150°C qu’à 170°C, le signal apparaît comme non nul à 18 min de 

temps d’élution contre 24 min respectivement (cette comparaison n’est pas valable 

pour le Chromatogramme 12 car des colonnes différentes ont été utilisées pour la 

chromatographie des hydrolysats de résineux extraits à 150°C afin d’éviter des 

problèmes d’agrégats). Ce phénomène plus clairement observé sur le 

Chromatogramme 18 (a). Ceci signifie que les plus hautes masses éluées en premier 

sont plus grandes dans les hydrolysats extraits à 150°C et plus simplement que ces 

derniers sont constitués d’oligosaccharides de plus haut poids moléculaire qu’à 

170°C. Cette observation est confirmée par le calcul d’une masse moyenne 

pondérée en poids notée Mw plus élevée de manière générale dans les hydrolysats 

extraits à 150°C (cf. Tableau 23).  
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CHROMATOGRAMME 13 CHROMATOGRAMMES OBTENUS APRES SEPARATION PAR PERMEATION DE GEL ET DETECTION 

PAR REFRACTOMETRIE DIFFERENTIELLE DES HYDROLYSATS DE FEUILLUS EXTRAITS A 170 ET 150°C ET DE LEURS 

RETENTATS SUR 500, 1000, 3000 ET 5000 DA (COLONNES SB 803 HQ EN SERIE AVEC SB 802,5 HQ) 
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On observe dans tous les échantillons une absorbance significative à 280nm sur 

l’ensemble du chromatogramme (cf. Annexe Chapitre III Chromatogramme 14 à 

Chromatogramme 17) et en particulier dans l’intervalle de temps de rétention où le 

signal du réfractomètre indique l’élution des hydrates de carbone. Ceci peut 

correspondre à de la lignine libre de même poids que les oligosaccharides extraits ou 

bien liée elle-même aux sucres. De plus, dans les hydrolysats extraits à 170°C on 

observe plusieurs pics après le temps de rétention du monomère ce qui indique la 

présence de fragments de lignine soluble de faible masse molaire, et de 

contaminants qui absorbent à cette longueur d’onde (comme notamment le furfural, 

présent en plus grande concentration dans les hydrolysats extraits à haute 

température).  

Par ailleurs à 150°C, Chromatogramme 16 et Chromatogramme 17, on observe 

une forte absorbance en amont du signal du réfractomètre dans les hydrolysats bruts 

(courbes violettes), montrant ainsi qu’à plus faible température on extrait de la lignine 

soluble dont une partie est de très haut poids moléculaire, bien supérieur au poids 

moyen des hydrates de carbone extraits. Ainsi, il est essentiel de noter que les 

masses molaires moyennes calculées ne sont en aucun cas les masses molaires 

moyennes absolues des oligosaccharides en mélange mais bel et bien la masse 

molaire moyenne globale calculée par le détecteur à diffusion de lumière. La 

contribution de la lignine soluble au calcul de cette masse est d’autant plus grande 

dans les hydrolysats bruts, à priori plus le seuil de coupure d’ultrafiltration est élevé 

plus la masse calculée doit se rapprocher de la masse réelle des oligomères 

d’hémicellulose en mélange. 

III.D.1.b. DISTRIBUTION ET CALCUL DES MASSES MOLAIRES 

 Les distributions de masse sont obtenues à partir du différentiel de la fraction 

massique. Il s’agit de la répartition des masses molaires le long du signal du 

réfractomètre. En chaque tranche du signal de différence d’indice de réfraction, on 

calcule la masse molaire correspondante (proportionnelle aux signaux de RI et de LS 

et calculée selon le formalisme de Zimm) ainsi que sa concentration, obtenue grâce à 

l’aire sous le signal du RI. On peut donc représenter en abscisse la masse molaire et 

en ordonnée la quantité relative correspondante.  Ces distributions sont représentées 

Figure 61 et Figure 62 pour les échantillons de résineux extraits à 170 et 150°C bruts 

et leurs rétentats ultrafiltrés (respectivement Figure 63 et Figure 64 pour les 

hydrolysats de feuillus dans les Annexes du Chapitre III).  

Comme expliqué dans le Chapitre intitulé Matériels et Méthodes, les signaux 

de LS des hydrolysats extraits à 150°C montrent de gros agrégats qui sortent non 

pas au volume mort de colonne mais juste avant le pic d’intérêt correspondant à 

l’échantillon étudié. Il se trouve que, de manière générale pour tous les échantillons 

comportant ces agrégats, le calcul de la masse molaire s’en trouve faussé et 

grandement surestimé. La masse correspondant à l’agrégat et la manière dont 

l’agrégat impacte le calcul de la masse et sa distribution, varie selon les échantillons. 

Les rayons de giration et les masses molaires (Mw) calculés en prenant uniquement 

la fenêtre de temps de rétention correspondant à l’agrégat peuvent varier 

respectivement de 25 à 60 nm et de 105 à 107 Daltons. Il s’agit d’une grosse 

approximation puisque le dn/dc choisi est celui des hémicelluloses en solution et 

utilisé pour le calcul des oligosaccharides et non le dn/dc d’un enchevêtrement de 

molécules.  
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Or la limite d’exclusion des colonnes utilisées est de 2.106 Daltons, et on sait 

que les hémicelluloses natives du bois n’excèdent pas, à priori, un DP de 300 et une 

masse de 60kDa (Lundqvist et al. 2002), (S Willför et al. 2003b). On sait également 

que lors de l’extraction (autohydrolyse) une partie des hémicelluloses est 

dépolymérisée pour être solubilisée. Il paraît donc évident que la masse moyenne 

des hémicelluloses extraites soit plus faible que la masse moyenne de ces 

hétéropolysaccharides dans le bois initial. De plus, des polysaccharides si gros sont 

difficilement solubles dans l’eau, bien que très acides et ramifiés. Il est donc possible 

d’envisager que les molécules responsables de ce collage de l’agrégat à la colonne, 

se conforment en pelote et leurs interactions avec la colonne peuvent être de 

différentes natures (affinités chimiques, gêne stérique...). Il paraît donc peu probable 

d’observer des populations de masse molaire supérieure à 105, pour une 

température d’hydrolyse autour de 150°C (Reyes et al. 2013), cette observation est 

vérifiée par les résultats obtenus grâce à la spectrométrie de masse (section 

suivante). En effet, dans les hydrolysats de feuillus extraits à 150°C, la majorité des 

échantillons ultrafiltrés présentent des structures de m/z inférieur à 5000 Daltons, et 

aucune masse supérieure à 7000 Daltons n’est détectée.  

Par ailleurs ces agrégats représentent un très faible pourcentage massique de 

chaque échantillon, autrement dit le signal du réfractomètre est très faible, mais non 

nul, lors de son élution, si bien qu’il n’est pas pertinent d’intégrer l’aire sous le pic 

correspondant à l’agrégat. Toutefois cette masse fait partie de l’échantillon et donne 

une information sur les oligosaccharides présents dans les hydrolysats extraits à 

150°C. 
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FIGURE 61 DISTRIBUTION DE MASSE MOLECULAIRE DES HYDROLYSATS DE RESINEUX 

EXTRAITS A 170°C ET DE LEURS RETENTATS SUR 1,3 ET 5KDA 
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Au vu de ces résultats, il convient de comprendre que le LS voit une masse 

réunissant plusieurs molécules qui pourraient former un amas qui se coince dans les 

pores de la colonne, et donne une masse très éloignée de la réalité. Cet agrégat vient 

donc perturber le calcul de la masse tout au long de l’élution car la masse molaire 

calculée en chaque tranche du chromatogramme, après avoir atteint un minimum 

lors de sa décroissance exponentielle, remonte de manière continue jusqu’à la fin de 

l’élution. Il a donc été décidé d’adopter une méthode particulière pour traiter et 

analyser les données obtenues pour les hydrolysats extraits à 150°C, permettant de 

s’affranchir au mieux des agrégats. Afin de présenter au mieux et de manière 

détaillée les essais supplémentaires mis en place afin de palier à ces problèmes 

d’agrégats ou du moins d’améliorer la compréhension de ces phénomènes observés 

dans les hydrolysats de résineux et de feuillus extraits à 150°C, le lecteur peut se 

référer à la section II.D.1.c. Chromatographie d’exclusion stérique (gel filtration) dans 

le Chapitre intitulé Matériels et Méthodes. Les résultats obtenus par cette méthode 

du Mw, Mn ainsi que de la dispersité de chaque échantillon sont présentés dans le 

Tableau 23. 

Les distributions de masses molaires (Figure 62 et Figure 64 en Annexes du 

Chapitre III) correspondent aux hydrolysats de résineux et de feuillus extraits à 

150°C. Ils montrent la présence de saccharides dont le Mw est supérieur à celui des 

hydrolysats extraits à 170°C (Figure 61 et Figure 63). En effet, ils contiennent des 

oligomères plus longs et/ou plus volumineux et plus acides (deuxième partie de ce 

chapitre), potentiellement liés de manière covalente entre eux mais également à la 

lignine, et contiennent également de la lignine soluble de haut poids moléculaire. Il 

est important de noter que la lignine présente un signal d’absorption UV sous le pic 

de LS correspondant à l’agrégat pour tous les échantillons extraits à 150°C. Dans une 

étude de 2011 (Mehmet Sefik Tunc et van Heiningen 2011), il est expliqué que la 

contribution de la lignine n’intervient que dans les faibles masses molaires.  

De manière générale, les masses molaires en nombre et en poids calculées 

sont plus grandes dans les hydrolysats extraits à faible température à la fois pour les 

feuillus et les résineux, bien que sous-estimées avec la méthode employée (Tableau 

23). En effet la masse molaire moyennée en poids des hydrolysats de feuillus et 

résineux extraits à 150°C et  145°C (1h, L/B=3,7 et 5) est rapportée comme étant 

respectivement proche de 7.103 g/mol et 5.104 g/mol (Mehmet Sefik Tunc et 

van Heiningen 2011; Reyes et al. 2013). La présence d’amidon de bois ou bien 

« d’oligo-glucose » a été toutefois mentionnée avec des masses de l’ordre de 100 

kDa dans les hydrolysats de feuillus extraits à faible température (Mehmet Sefik Tunc 

et van Heiningen 2011), bien que l’on ne connaisse pas la proportion de cette masse 

dans l’hydrolysat, dans le bois elle est de quelques pourcents en masse. Pour rappel, 

les rétentats ultrafiltrés des hydrolysats de feuillus à 150°C présentent une importante 

quantité de glucanes, ce qui n’est pas le cas dans les hydrolysats analogues de 

résineux. 
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 La distribution de masse de l’hydrolysat de résineux extrait à 150°C semble 

assez cohérente avec une étude qui applique une autohydrolyse à 145°C pendant 75 

min avec un ratio L/B de 5 (contre un L/B de 4 et 1 h de traitement dans la présente 

étude) sur du Pinus Radiata (Reyes et al. 2013), du moins par rapport à la présence 

de molécules de très haute masse molaire (entre 105 et 107), même si on ne sait pas 

si ces masses proviennent bien des hémicelluloses solubles extraites ou de leur 

enchevêtrement. Dans cette étude n’est pas détaillée la perturbation de la mesure 

par la présence de complexes lignine hydrates de carbone. La polydispersité élevée 

est également caractéristique de ce type d’échantillons (Reyes et al. 2013), car non 

seulement on extrait des oligosaccharides plus gros mais on dégrade moins les plus 

faibles masses solubilisées qu’à 170°C.Concernant les hydrolysats extraits à 170°C, 

les masses calculées sont cohérentes avec la littérature (Deloule et al. 2017), et 

montrent des dispersités plus faibles (Tableau 23), ce qui confirme le fait que 

l’ultrafiltration avec les seuils de coupure étudiés est plus efficace dans ce type 

d’hydrolysat. De plus la majeure partie des masses se trouvent en dessous de 1,5 

kDa selon les distributions (Figure 61 et Figure 63).  
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FIGURE 62 DISTRIBUTION DE MASSE MOLECULAIRE DES HYDROLYSATS DE RESINEUX 

EXTRAITS A 150°C ET DE LEURS RETENTATS SUR 1,3 ET 5KDA 
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TABLEAU 23 MASSE MOLECULAIRE MOYENNE PONDEREE EN MASSE (MW), EN NOMBRE (MN) ET INDICE DE POLYDISPERSITE (D) 

DES HYDROLYSATS DE FEUILLUS ET DE RESINEUX BRUTS ET ULTRAFILTRES (RETENTATS) EXTRAITS A 170 ET 150 °C 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

La polydispersité montre qu’il y a plusieurs populations distinctes et en 

particulier dans les hydrolysats extraits à 150°C. De plus certaines chaines sont très 

acétylées mais aussi substituées d’acides méthylglucuroniques dont le ratio molaire 

peut difficilement être déterminé de manière fiable. Enfin, une partie de ces chaînes 

est ramifiée et liée de manière covalente avec d’autres et aussi des morceaux de 

lignine solubles.  Il est par conséquent trop simplificateur de parler de degré de 

polymérisation moyen qui pourrait être calculé à partir de la masse moyenne des 

échantillons. Ces explications montrent qu’à une même masse on peut très bien 

observer un oligomère très substitué mais de DP plus bas qu’une chaine longue et 

linéaire faiblement acétylée par exemple. On peut donc penser que les chaines de 

galactoglucomannanes extaits à 150°C sont de plus haut DP que les xylanes de 

feuillus chargés d’acides hexuroniques extraits à température identique. Cette 

hypothèse est à mettre en lien avec par la perte en OS plus faible chez les résineux 

que chez les feuillus engendrée par l’ultrafiltration à 150°C. 

  

 Mw (kDa) Mn (kDa) D (Mw/Mn) 

SW170 1,5 ± 3% 0,7 ± 2% 2,0 ± 1% 

SW170 1 kDa 3,1 ± 3% 2,2 ± 5% 1,4 ± 1% 

SW170 3 kDa 4,0 ± 4% 2,7 ± 8% 1,5 ± 1% 

SW170 5 kDa 4,7 ± 7% 3,2 ± 7% 1,5 ± 1% 

HW170 1,3 ± 2% 0,6 ± 4% 2,4 ± 5% 

HW170 500 Da 2,0 ± 5% 1,7 ± 7% 1,3 ± 2% 

HW170 1 kDa 2,5 ± 4% 2,0 ± 8% 1,3 ± 1% 

HW170 3 kDa 3,2 ± 3% 2,6 ± 4% 1,2 ± 1% 

HW170 5 kDa 4,2 ± 5% 3,7 ± 5% 1,1 ± 5% 

SW150 4,1 ± 2% 1,4 ± 5% 2,8 ± 6% 

SW150 1 kDa 4,9 ± 5% 2,9 ± 4% 1,7 ± 2% 

SW150 3 kDa 5,1 ± 3% 3,3 ± 3% 1,6 ± 3% 

SW150 5 kDa 5,7 ± 2% 3,8 ± 3% 1,5 ± 2% 

HW150 2,6 ± 4% 1,2 ± 2% 2,1 ± 2% 

HW150 500 Da 3,2 ± 5% 2,2 ± 7% 1,5 ± 1% 

HW150 1 kDa 3,4 ± 2% 2,5 ± 3% 1,4 ± 4% 

HW150 3 kDa 4,6 ± 2% 3,3 ± 3% 1,4 ± 5% 

HW150 5 kDa 5,4 ± 8% 4,7 ± 6% 1,1 ± 2% 
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III.D.2. SPECTROMETRIE DE MASSE : STRUCTURE ET COMPOSITION DES 

OLIGOSACCHARIDES 

Le Spectre 2 représente le spectre de masse de l’hydrolysat brut de bois 

résineux extrait à 170°C. Le pic de plus haute intensité correspond à une structure de 

DP 4, entouré d’un DP 3 et 5 constituée d’unités anhydrohexose et non acétylée. La 

majeure partie des oligosaccharides se trouvent à un m/z inférieur à 4000 Daltons. La 

plus haute masse (détectée à 4593), à une intensité très faible, correspond à une 

chaine (probablement de galactoglucomannane) d’hexosane acétylée avec la 

structure suivante :  DP 26 comportant 8 groupes acétyle. Ceci correspond à un ratio 

molaire Man:Ac de 3,3 :1, ratio beaucoup plus proche de la littérature que le ratio 

calculé dans la partie III.B.1. Oligosaccharides acétylés. Le spectre de son analogue 

provenant de feuillus montre une masse maximum calculée à 3788 daltons et 

détectée à un m/z de 3790 correspondant à une pentosane composé de 21 unités 

monomériques substitué avec 11 groupes acétyle et 2 acides 4-O-

methylglucuronique. Cette chaine présente un ratio molaire Ac :Xyl de 5,2 :10 et 4-O-

Me GlcA: Xyl de 1 :10, ce qui semble également plus cohérent vis-à-vis de la littérature 

que les ratios calculés, et ceci pour des raisons évidentes exposées dans les parties 

III.B.1. Oligosaccharides acétylés et III.B.2. Quantification des acides hexuroniques. A 

intensité identique (environ 7000), le pic observé sur le Spectre 2 à un m/z de 3699 

dans l’échantillon comparable de résineux correspond à un DP 21 avec 6 groupes 

acétyle.  

Concernant l’hydrolysat de feuillus extrait à 150°C, à intensité identique que le 

plus haut pic dans l’hydrolysat de feuillus extrait à 170°C (à un m/z de 3790 et une 

intensité de 7000), le pic de plus haut m/z vaut 5412, et correspond à une masse 

calculée de 5408 daltons qui est à l’origine d’une structure de type pentosane à 31 

unités substituée de 14 groupes acétyle et 5 acides 4-O-methylglucuronique. Le pic 

de m/z le plus élevé se trouve à 6712 daltons dans cet hydrolysat. Ces résultats 

montrent bien que les hydrolysats extraits à 150°C contiennent des oligosaccharides 

de plus haute masse, et confirment les résultats obtenus dans la partie précédente. 

SPECTRE 2 SPECTRE DE MASSE DE L'HYDROLYSAT BRUT DE RESINEUX EXTRAIT A 170°C 
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Les Spectre 4 et Spectre 5 (spectres de masses des hydrolysats bruts et 

ultrafiltrés de feuillus extraits à 150 et 170°C) illustrent également bien cette 

observation. Par ailleurs, en comparant les spectres des Spectre 3 et Spectre 5, on 

constate, ce qui semble moins évident dans le Tableau 24 (qui ne donne que 

quelques pics de plus haute intensité), que la masse moyenne semble plus élevée 

dans les hydrolysats de résineux que de feuillus extraits à la même température 

(170°C). 

Les degrés d’acétylation moyens sont proches de ceux calculés dans la partie 

III.B.1. Oligosaccharides acétylés, de l’ordre de 0,3 pour les mannanes de résineux et 

0,7 pour les xylanes de feuillus. Ils sont toutefois légèrement plus élevés de manière 

générale dans tous les échantillons. Ceci semble logique car lors de la manipulation 

des hydrolysats et lors de l’hydrolyse secondaire nécessaire pour le calcul du degré 

d’acétylation, il est possible d’une très petite partie d’acide acétique ait été perdue.  

 

SPECTRE 3 SPECTRE DE MASSE DES RETENTATS DE L'HYDROLYSAT DE 

BOIS RESINEUX EXTRAIT A 170°C SUR 1, 3 ET 5KDA 
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Concernant les ratios molaire 4-O-Me GlcA: Xyl dans les hydrolysats de feuillus, 

les structures correspondantes aux principaux pics de masse présentent des ratios 

en moyenne autour de 1 :10 (pouvant aller de 1,2 :10 à 0,9 :10), ce qui semble 

beaucoup plus cohérent que les ratios calculés précédemment (III.B.2. Quantification 

des acides hexuroniques), faussés car ne prenant pas en compte le fait que plus de 

la moitié des xylanes acétylés ne sont pas substitués avec des groupements 4-O-Me 

GlcA (résultats de spectrométrie). 

Il est à noter que l’on observe, en plus petite quantité, des structures de type :  

 Pn Hm OAcp  

 Pn Hm 4-O-Me GlcA OAcp  

 Pn Hm Rha 4-O-Me GlcA OAcp 

 GalA/GlcAn Hm OAcp  

 Rham GalAn OAcp 

 Pn 4-O-Me GlcAx GalA/GlcAm OAcp 

 Pn GalA/GlcAm Rha OAcp  ou Pn GalA/GlcAm OAcp 

Ces structures sont en accord avec les résultats obtenus dans les parties III.A. 

Composition osidique des autohydrolysats et III.B.2. Quantification des acides 

hexuroniques et ratios molaires, notamment la présence d’arabinogalactanes et de 

xyloglucanes acétylés et de rhamnogalacturonanes. D’autre part, observer des 

structures de type Pn Hm Rha 4-O-Me GlcA OAcp (principalement dans les hydrolysats 

de feuillus) semble cohérent avec une étude précédemment réalisée au laboratoire 

(Sanglard 2013) et donne également la possibilité que certains oligomères 

d’hémicelluloses soient liés entre eux de manière covalente. 

 

 

 

SPECTRE 4 SPECTRE DE MASSE DES RETENTATS DE L'HYDROLYSAT DE BOIS FEUIILLUS EXTRAIT A 150°C SUR 500DA, 1, 3 ET 5KDA 
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En conclusion, la spectrométrie de masse est un outil plus précis que la 

chromatographie liquide ou gazeuse haute performance en ce qui concerne la 

détermination du degré de substitution d’un polysaccharide, mais plus complexe 

pour faire de la quantification ou une moyenne sur un mélange. 

  

SPECTRE 5 SPECTRE DE MASSE DES RETENTATS DE L'HYDROLYSAT DE BOIS FEUILLUS EXTRAIT A 170°C SUR 

500DA, 1, 3 ET 5KDA 



 

 

1
3

7
 

TABLEAU 24 PRINCIPAUX PICS OBTENUS PAR SPECTROMETRIE DE MASSE DES HYDROLYSATS DE FEUILLUS EXTRAITS A 150 ET 

170°C ULTRAFILTRES, ET DE RESINEUX BRUT ET ULTRAFILTRES EXTRAITS A 170°C 

 Pics classés par ordre décroissant d’intensité 

 Pentosanes Hexosanes 

SW170 

P4 

P4OAc 

P3 4-O-MeGlcA 

H4 

H5 

H3 

SW170 1 kDa 

P2H3OAc2 

P2H3OAC3 

P2H4OAC3 

H10 OAc4 

H11 OAc4 

H9 OAc3 

H12 OAc4 

SW170 3 kDa 
P7 4-O-MeGlcA 

P2H3OAC3 

H13 OAc4 

H12 OAc4 

H14 OAc4 

SW170 5 kDa 

 
Non détecté 

H13 OAc4 

H14 OAc4 

H12 OAc4 

HW170 

P6 4-O-MeGlcA OAc4 

P9 OAc 3 

P7 OAc 5 

H6 

H7 

H8 

HW170 1 kDa 

P10 OAc 5 

P8 OAc 3 

P7 OAc 5 

H10 OAc2 

H10 OAc1 

H10 OAc3 

HW170 3 kDa 

P9 4-O-MeGlcA OAc5 

P10 4-O-MeGlcA OAc5 

P8 4-O-MeGlcA OAc5 

P11 OAc 6 

P11 OAc 7 

H10 OAc3 

H10 OAc2 

H13 OAc4 

H13 OAc5 

 

HW170 5 kDa 

P10 4-O-MeGlcA OAc6 

P11 4-O-MeGlcA OAc5 

P11 4-O-MeGlcA OAc6 

P9 4-O-MeGlcA OAc5 

Non détecté 

HW150 500Da 

P8 

P6 4-O-MeGlcA OAc3 

P6 4-O-MeGlcA OAc4 

P9 

P7 4-O-MeGlcA OAc5 

H7 

H6OAc2 

H6 

H8 

H5 

HW150 1 kDa 

P8 

P94-O-MeGlcA OAc5 

P84-O-MeGlcA OAc5 

P74-O-MeGlcA OAc5 

P6 4-O-MeGlcA OAc4 

H6OAc2 

H9 

H12OAc4 

H8 

H11OAc3 

HW150 3 kDa 

P94-O-MeGlcA OAc5 

P84-O-MeGlcA OAc5 

P104-O-MeGlcA OAc5 

P114-O-MeGlcA OAc5 

H12OAc4 

H13OAc4 

H14OAc4 

H12OAc3 

HW150 5 kDa 

P94-O-MeGlcA OAc5 

P104-O-MeGlcA2 OAc6 

P84-O-MeGlcA OAc5 

P94-O-MeGlcA OAc6 

P104-O-MeGlcA2 OAc7 

P114-O-MeGlcA OAc6 

H14OAc4 

H12OAc4 

H14OAc5 

H15OAc5 

H16OAc5 

H18OAc6 
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CONCLUSIONS CHAPITRE III 

De manière générale, selon la taille et la nature d’hémicellulose ciblées, la 

purification par ultrafiltration à appliquer varie. Globalement la perte en 

oligosaccharides induite par la filtration membranaire est conséquente (autour de 

90% sur 5kDa dans les hydrolysats extraits à haute température) et un compromis 

doit être réalisé en fonction du niveau de pureté désiré. Également, si l’on souhaite 

isoler certaines familles d’hémicelluloses, comme les methylglucuronoxylanes 

acétylés chez les feuillus et les galactoglucomannanes acétylés chez les résineux, il 

est préférable d’effectuer une autohydrolyse à 170°C et d’ultrafiltrer en utilisant une 

membrane de 5kDa. Les hydrolysats extraits à plus faible température donnent de 

plus faible rendements, mais sont plus concentrés en oligosaccharides chargés et 

pectiques, comme les rhamnogalacturonanes et les arabinogalactanes tous deux 

acétylés. Les oligosaccharides qu’ils contiennent sont également plus acétylés et de 

plus haut poids moléculaire qu’à 170°C, donc difficilement fractionnables par nature 

avec l’ultrafiltration. Ce constat est illustré par des écarts de perte en oligomères plus 

rapprochés entre différents seuils de coupure et une polydispersité globalement plus 

élevée qu’à 170°C. De manière générale on retire la totalité des impuretés de faible 

masse ainsi que les monomères avec une simple filtration sur 500 daltons. 

Les tendances de concentration et de distribution de masse molaire données 

par les oligosaccharides sont semblables pour la lignine. Autrement dit à faible 

température la lignine soluble a une masse moléculaire plus élevée et une 

concentration plus faible qu’à 170°C et est donc moins facilement éliminée par 

ultrafiltration aux faibles seuils de coupure. Les quantités extraites sont largement 

supérieures dans les hydrolysats de feuillus que de résineux, et pourtant le 

pourcentage de lignine retirée par ultrafiltration dans les rétentats sur 5 kDa est plus 

grand en comparaison aux rétentats de bois résineux (respectivement à 150 et 

170°C : 90 et 95 contre 99%). Par ailleurs, les chromatogrammes d’absorption UV 

montrant une absorbance dans le même intervalle de temps de rétention que le 

signal dédié aux hémicelluloses et le fait que le ratio entre lignine soluble et 

oligosaccharides augmente avec le seuil de coupure peut laisser penser que des 

complexes lignine hydrates de carbone sont solubilisés dans les liqueurs de bois 

étudiées.   
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ANNEXES CHAPITRE III 

  

CHROMATOGRAMME 14 CHROMATOGRAMMES SUPERPOSES OBTENUS PAR DETECTION UV A 280NM EN CHROMATOGRAPHIE A 

PERMEATION DE GEL DES HYDROLYSATS BRUTS ET ULTRAFILTRES DE RESINEUX EXTRAITS A 170°C 

CHROMATOGRAMME 15 CHROMATOGRAMMES SUPERPOSES OBTENUS PAR DETECTION UV A 280NM EN CHROMATOGRAPHIE A 

PERMEATION DE GEL DES HYDROLYSATS BRUTS ET ULTRAFILTRES DE FEUILLUS EXTRAITS A 170°C 
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CHROMATOGRAMME 17 CHROMATOGRAMMES SUPERPOSES OBTENUS PAR DETECTION UV A 280NM EN CHROMATOGRAPHIE A 

PERMEATION DE GEL DES HYDROLYSATS BRUTS ET ULTRAFILTRES DE RESINEUX EXTRAITS A 150°C 

CHROMATOGRAMME 16 CHROMATOGRAMMES SUPERPOSES OBTENUS PAR DETECTION UV A 280NM EN CHROMATOGRAPHIE A 

PERMEATION DE GEL DES HYDROLYSATS BRUTS ET ULTRAFILTRES DE FEUILLUS EXTRAITS A 150°C 
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FIGURE 63 DISTRIBUTIONS DE MASSE DE L’HYDROLYSAT DE FEUILLUS EXTRAIT A 170°C BRUT (HW170) ET DE SES RETENTATS 

SUR 500DA,1, 3 ET 5KDA 
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FIGURE 64 DISTRIBUTIONS DE MASSE DE L’HYDROLYSAT DE FEUILLUS EXTRAIT A 150°C BRUT (HW150) ET DE SES RETENTATS SUR 

500DA, 3 ET 5KDA 
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CHROMATOGRAMME 18 CHROMATOGRAMMES OBTENUS PAR CHROMATOGRAPHIE D'EXCLUSION STERIQUE SUR 

COLONNES S200 EN SERIE AVEC UNE SPEPTIDE ELUEES EN EAU SALEE A 0,1M COUPLEE A UN REFRACTOMETRE, 

DES HYDROLYSATS DE FEUILLUS BRUTS ET ULTRAFILTRES (A) ET (B), ET DE RESINEUX BRUT ET ULTRAFILTRES (C) 
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CHAPITRE IV 

DETOXIFICATION ET MODIFICATION DES 

HYDROLYSATS DE BOIS PAR ADSORPTION AU 

CHARBON ACTIF ET HYDROLYSE ENZYMATIQUE 

e chapitre concerne la modification des hydrolysats de bois par 

adsorption au charbon actif, parfois combiné à de l’ultrafiltration et par 

hydrolyse enzymatique. Ces trois traitements impactent de manière 

différente la composition des hydrolysats de bois. Comme vu précédemment 

l’ultrafiltration membranaire permet de fractionner les oligosaccharides et la lignine 

soluble en fonction de la masse moléculaire et d’éliminer les produits de dégradation 

des sucres ainsi que les monomères dans les rétentats. 

 L’emploi de charbon actif est connu pour la détoxification des hydrolysats de 

bois, car en fonction de sa surface spécifique, de sa nature et de son traitement 

physico-chimique, il possède une affinité plus ou moins grande avec les composés 

aromatiques (comme le furfural par exemple), les composés phénoliques (comme les 

fragments de lignine solubilisés lors de l’autohydrolyse), mais aussi avec les hydrates 

de carbone dans une moindre mesure. Il a donc été choisi de tester différentes 

concentrations de charbon actif après avoir déterminé un charbon actif préférentiel à 

l’aide d’essais préliminaires sur les hydrolysats de feuillus. Les hydrolysats de feuillus 

présentent en effet une plus forte concentration de lignine et d’impuretés. C’est 

pourquoi il a été choisi d’effectuer une sélection sur ce type d’hydrolysat, en 

supposant par la suite que le charbon actif choisi aurait une efficacité comparable 

dans les hydrolysats de résineux. Cette technique a également été combinée avec de 

la filtration membranaire afin d’atteindre de plus hauts niveaux de pureté. 

Comme vu dans le Chapitre 1, les hydrolysats extraits à 150°C sont très 

polydispersés et présentent une grande diversité moléculaire, avec une plus grande 

proportion d’oligomères acides, qui peuvent également remplir une fonction 

prébiotique intéressante (Nascimento et al. 2013). Seulement ces hydrolysats 

contiennent des oligosaccharides de masse moléculaire trop élevée si l’on considère 

l’application prébiotique (Deloule 2017), c’est pourquoi il a été décidé de tester 

l’hydrolyse enzymatique sur quelques échantillons afin d’évaluer son intérêt pour 

diminuer le DP moyen d’un échantillon. 
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IV.A. TRAITEMENT AU CHARBON ACTIF 

IV.A.1. SELECTION DU CHARBON ACTIF   

Dans cette première sous-partie l’hydrolysat brut de feuillus extrait à 170°C est 

nommé « Référence » car il constitue l’échantillon étudié pour constater l’impact du 

charbon actif. Le charbon actif est directement ajouté à l’hydrolysat brut qui a été au 

préalable filtré sur 0,2µm et centrifugé. Quatre charbons actifs ont été testés : 

 Les Norit 12x20 mesh provenant de lignite et Norit 10x20 mesh provenant de 

charbon bitumineux, avec respectivement une surface spécifique de 650 m²/g 

et 1000 m²/g 

 Le Desotec Organosorb 10k1 avec une surface spécifique d’environ 950 m²/g 

 Le Chemviron F400 12x40 mesh d’une surface spécifique de 1050 m²/g 
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FIGURE 66 CONCENTRATION EN G/L EN MONOSACCHARIDES ET OLIGOSACCHARIDES TOTAUX DANS 

L'HYDROLYSAT DE FEUILLUS EXTRAIT A 170°C BRUT (REFERENCE) ET TRAITE AVEC QUATRE CHARBONS ACTIFS 

DIFFERENTS DONT LE NOM COMMERCIAL CONSTITUE LA LEGENDE 
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FIGURE 65 QUANTITE EN LIGNINE SOLUBLE EN G/L DANS L'HYDROLYSAT DE FEUILLUS EXTRAIT A 170°C BRUT 
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Les Figure 65 et Figure 66 présentent respectivement les quantités en lignine 

soluble et en hydrates de carbones dans l’échantillon de référence et dans ce même 

échantillon traité avec 20g/l de charbon actif (50 ml de soluté traité 2h par agitation 

sur plateau oscillant à température ambiante). On observe que le charbon actif Norit 

12x20 est celui qui a plus la grande capacité d’adsorption de lignine soluble, à 

l’inverse le Desotec semble dénué d’intérêt pour le but recherché ici Tableau 25. 

Pour rappel le ratio entre lignine soluble et oligosaccharides dans l’hydrolysat brut 

vaut 26%, l’amélioration la plus marquée est donc apportée par le Norit 12x20. Il 

semble que la meilleure sélectivité entre lignine soluble et hémicelluloses solubles 

soit obtenue avec le Norit 10x20, car seulement 2% de la quantité totale de sucres en 

solution sont adsorbés. Toutefois, la même pureté est obtenue avec les deux 

charbons actifs Norit. 

TABLEAU 25 PERTES EN LIGNINE SOLUBLE ET EN HYDRATES DE CARBONE INDUITS PAR LES TRAITEMENTS AVEC DIFFERENTS 

CHARBONS ACTIFS A UNE CHARGE DE 20G/L. *CAPACITE D’ADSORPTION EN G DE LIGNINE ADSORBEE POUR 100 G DE CHARBON 

ACTIF ET SELECTIVITE ENVERS LA LIGNINE ** PERTE EN LIGNINE PAR RAPPORT A LA SOMME DES PERTES EN LIGNINE ET EN 

OLIGOSACCHARIDES 

 Norit 

12x20 

Norit 

10x20 

Chemviron 

F400 

Desotec 

10k1 

Lignine retirée (%) 51 42 42 17 

Ratio lignine/oligosaccharides (%) 14 15 16 23 

Perte en oligomères due au charbon actif (%) 8 1 3 6 

Perte totale en hydrates de carbone 

(monomères et oligomères en %) 
8 2 4 6 

Capacité d'adsorption en g/100g * 14 11 11 4 

Sélectivité envers la lignine (%) ** 87 96 90 74 

Pureté en hémicelluloses (% massique) 89,6 88,7 83,9 88,3 

 

Au vu de ces résultats préliminaires, le Norit 12x20 a été choisi pour la suite de 

l’étude car le principal but est d’éliminer la lignine, et la perte en oligosaccharides 

engendrée par ce traitement reste nettement inférieure en comparaison aux pertes 

engendrées par la filtration membranaire. 

  



 

 

1
4

8
 

IV.A.2. INFLUENCE DE LA CONCENTRATION EN CHARBON ACTIF 

IV.A.2.a. LIGNINE ET PRODUITS DE DEGRADATION 

Dans cette partie des concentrations en charbon actif Norit 12x20 plus grandes 

ont été appliquées à différents hydrolysats en comparaison à l’étude préliminaire. 

Deux charges, à 30 et 50 g de charbon actif par litre d’hydrolysat, ont été choisies 

grâce à la revue de plusieurs études (Z. Wang et al. 2016; Montané et al. 2006; 

Sanglard 2013; Deloule 2017). La Figure 67 montre l’influence de la charge en 

charbon actif Norit 12x20, sur le spectre UV visible de l’hydrolysat traité. La Figure 68 

montre l’influence de la charge en charbon actif sur la concentration en lignine dans 

l’hydrolysat traité.  

Dans l’hydrolysat de feuillus extrait à 150°C, on retire plus de 98% de la lignine 

initialement présente dès 30g/l, alors que pour l’hydrolysat de résineux extrait à 

même température la diminution est inférieure (87%). De manière générale, ces 

valeurs sont cohérentes par rapport à la littérature (Z. Wang et al. 2016; Montané et 

al. 2006). On constate un gain mineur entre 30 et 50 g/l de charbon actif dans tous 

les hydrolysats. Celui-ci est particulièrement marqué dans l’hydrolysat de feuillus 

extrait à 170°C qui présente au départ une plus grande quantité de lignine soluble 

initiale. Son spectre UV-visible Figure 67 (HW170 50), montre effectivement un 

maximum d’absorbance autour de 280 nm (longueur d’onde autour de laquelle les 

produits de dégradation des sucres absorbent) et un maximum plus haut que tous les 

autres hydrolysats traités avec la même charge et même à une charge inférieure.  

On remarque de manière générale que la capacité d’adsorption de lignine par 

le charbon actif est deux fois plus haute dans les hydrolysats de feuillus que de 

résineux. On sait qu’un pH acide favorise l’adsorption de la lignine (Gütsch et Sixta 

2011a). Paradoxalement le pH des hydrolysats de résineux est légèrement plus acide 

que celui des feuillus, 3,5 contre 3,6 à même température d’extraction. Néanmoins, 

les oligosaccharides et la lignine des bois feuillus sont souvent plus acétylés que 

dans les bois résineux. 

FIGURE 67 SPECTRE UV-VISIBLE DES HYDROLYSATS TRAITES AVEC LE CHARBON ACTIF NORIT 12*20 
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Il doit être mentionné que dans les hydrolysats de feuillus se forment des 

particules de charbon actif durant le traitement par agitation magnétique. Ceci est 

simplement dû au frottement permanent des granulés de charbon actif pendant la 

durée du traitement. Afin d’éviter la formation de particules, certains traitements ont 

été réalisés à l’aide d’un plateau oscillant, néanmoins le phénomène persiste. Pour 

éliminer au mieux ces particules sans dénaturer l’hydrolysat, des centrifugations 

successives ont été réalisées ainsi que des filtrations successives sur des seuils allant 

de 8 à 0,2 µm de taille de pores. Cette difficulté n’a pas été rencontrée dans les 

hydrolysats de résineux, et nous n’avons pas d’explication à ce phénomène.  

Les ratios lignine/oligosaccharides sont également drastiquement abaissés, voir 

Tableau 26, et se trouvent être beaucoup plus faibles dans les hydrolysats de 

résineux extrait à 170°C, pour lesquels la sélectivité du charbon actif envers la lignine 

soluble est supérieure aux autres hydrolysats. Il est à noter qu’à l’image de la 

quantité de lignine retirée, ces ratios sont similaires aux deux charges différentes de 

charbon actif appliquées. On remarque enfin que plus la charge en charbon actif est 

grande et plus la température d’extraction est faible, plus la sélectivité baisse, et que 

cette dernière est globalement plus faible dans les hydrolysats de feuillus.  

  

2,2

0,1 0,1

1,4

0,2

5,3

0,4 0,3

3,1

0,04 0,04

94,5

95,4

87,1

92,6

95,1

98,7 98,8

80

85

90

95

100

0,0

1,0

2,0

3,0

4,0

5,0

6,0

P
o

u
rc

e
n

ta
g

e
 d

e
 lig

n
in

e
 re

tiré
L

ig
n

in
e
 s

o
lu

b
le

 (
g

/l
)

FIGURE 68 QUANTITE EN LIGNINE SOLUBLE ET POURCENTAGE DE LIGNINE RETIREE DANS TOUS LES HYDROLYSATS DE 

BOIS BRUTS ET TRAITES AVEC LE CHARBON ACTIF NORIT 12*20 



 

 

1
5

0
 

TABLEAU 26 RATIO MASSIQUE ENTRE LIGNINE SOLUBLE ET OLIGOSACCHARIDES ET SELECTIVITE ENVERS LA LIGNINE (* PERTE EN 

LIGNINE PAR RAPPORT A LA SOMME DES PERTES EN LIGNINE ET EN OLIGOSACCHARIDES) DANS TOUS LES HYDROLYSATS DE BOIS 

FEUILLUS ET RESINEUX BRUTS ET TRAITES AU CHARBON ACTIF.  

La détoxification des hydrolysats de bois passe aussi par l’élimination des 

composés toxiques, tel que le furfural, mais aussi d’autres produits de dégradation 

des sucres tels que l’hydroxyméthylfurfural, les acides organiques de faible masse 

moléculaire (acide acétique, acide formique, acide lévulinique...) qui sont des 

inhibiteurs biologiques. L’adsorption de ces composés par le charbon actif est 

présentée dans le Tableau 27. Il est intéressant de constater que ce charbon actif a 

une capacité d’adsorption suffisante pour éliminer la totalité du furfural initialement 

présent dans l’hydrolysat de résineux extrait à 170°C et de feuillus à 150°C. Elle est 

en revanche insuffisante pour détoxifier à 100% l’hydrolysat de feuillus extrait à 

170°C qui présente la plus forte teneur initiale en furfural (cf. Tableau 27). Dans tous 

les hydrolysats, 100% de l’hydroxyméthylfurfural est éliminé à 50g/l de charbon actif. 

Il semble que l’acide formique soit légèrement plus impacté que l’acide acétique par 

le traitement. En effet, dans les liqueurs obtenues à 170°C, la sélectivité du charbon 

actif est plus élevée envers l’acide formique que l’acide acétique, voir Tableau 27. 

Ces résultats sont globalement cohérents avec la littérature en ce qui concerne les 

hydrolysats de feuillus (Villarreal et al. 2006), et semblent élevés pour les hydrolysats 

de résineux (Deloule 2017). 

 SW170 SW150 HW170 HW150 

Ratio Brut 13,2 ± 0,5 20,5 ± 0,6 25,8 ± 1,5 62,8 ± 0,3 

Ratio traité à 30 g/l 0,8 ± 0,01 3,2 ± 0,1 2,6 ± 0,04 2,5 ± 0,2 

Sélectivité envers la lignine (%)* 90% 85% 78% 61% 

Ratio traité à 50 g/l 0,7 ± 0,02 - 2,0 ± 0,4 2,4 ± 0,1 

Sélectivité envers la lignine (%)* 86% - 73% 60% 
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TABLEAU 27 QUANTITES EN G/L EN HYDROXYMETHYLFURFURAL (HMF), FURFURAL (F), ACIDE FORMIQUE (AF) ET ACIDE ACETIQUE (AA) DANS TOUS LES HYDROLYSATS DE BOIS FEUILLUS ET RESINEUX BRUTS ET 

TRAITES AU CHARBON ACTIF. NOMMES PRODUITS DE DEGRADATION OU IMPURETES. 

 HMF (g/l) Réduction F (g/l) Réduction AF (g/l) Réduction AA (g/l) Réduction 
Réduction 

totale 

SW170 0,26 ± 0,06 - 0,34 ± 0,10 - 0,62 ± 0,10 - 1,25 ± 0,10 - - 

SW170 30  0,02 ± 0,001 

92,3% 

n.d. 

100% 

0,51 ± 0,05 

17,7% 

1,05 ± 0,03 

16% 32% 

Selectivité 40,8% 44,2% 7,8% 7,1% 

SW170 50 n.d. 
100% 

n.d. 
100% 

0,42 ± 0,06 
32,3% 

0,93 ± 0,14 
25,6% 44% 

Selectivité 38,8% 38,8 12,5% 9,9% 

HW170 0,10 ± 0,03 - 0,58 ± 0,06 - 0,54 ± 0,07 - 2,96 ± 0,30 - - 

HW170 30 n.d. 
100% 

0,03 ± 0,002 
94,8% 

0,38 ± 0,02 
29,6% 

2,82 ± 0,14 
4,7% 25% 

Selectivité 43,6% 41,4% 12,9% 2,1% 

HW170 50 n.d. 
100% 

0,01 ± 0,002 
98,3% 

0,31 ± 0,03 
42,6% 

2,21 ± 0,40 
25,3% 31% 

Selectivité 37,6% 36,9% 16,0% 9,5% 

HW150  0,02 ± 0,001 - 0,02 ± 0,001 - 0,29 ± 0,05 - 0,80 ± 0,10 - - 

HW150 30 n.d. 
100% 

n.d. 
100% 

0,17 ± 0,01 
41,6% 

0,44 ± 0,02 
44,9% 51% 

Selectivité 34,9% 34,9% 14,5% 15,7% 

HW150 50 n.d. 
100% 

n.d. 
100% 

0,15 ± 0,04 
48,3% 

0,38 ± 0,06 
52,5% 58% 

Selectivité 33,2% 33,2% 16,1% 17,5% 
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IV.A.2.b. PERTE ET PURETE EN SACCHARIDES 

La Figure 69 présente la perte en oligosaccharides en fonction de la perte en 

lignine soluble dans les différents hydrolysats traités au charbon actif. Une étude 

(Montané et al. 2006) menée sur l’adsorption de lignine soluble au charbon actif Norit 

12x40 (donc comparable à celui utilisé ici), a utilisé comme matière première un 

hydrolysat de coquilles d’amandes extrait à 179°C. Il se trouve que la distribution de 

masse ainsi que la composition osidique et chimique de ces hydrolysats, sont 

comparables à celles de l’hydrolysat de feuillus extrait à 170°C, avec des 

oligosaccharides de masse moléculaire moyenne principalement située entre 1 et 

5kDa et un pourcentage de contaminants (lignine plus produits de dégradation des 

sucres) global d’environ 30% (dans le HW170 ce pourcentage vaut 28%). Cette 

dernière étude (Montané et al. 2006) trouve des pourcentages de retrait de lignine et 

des pertes en oligosaccharides correspondantes, comparables à ceux présentés 

Figure 69. La baisse de sélectivité entre 170°C et 150°C est bien traduite par une 

perte en oligosaccharides quasiment deux fois plus élevée dans les hydrolysats de 

feuillus (cf. Tableau 29 et Figure 69). On constate de manière générale que les pertes 

en sucres sont beaucoup moins élevées dans les hydrolysats de résineux. 

L’impact du traitement au charbon actif est détaillé pour chacun des cinq oses 

principaux (arabinose, galactose, glucose, xylose et mannose sous forme 

oligomérique en g/l) dans tous les hydrolysats dans le Tableau 29. Cet impact est 

également présenté pour les   acides hexuroniques ainsi que le rhamnose totaux en 

g/l, dans les hydrolysats extraits à 150°C Tableau 29.  

On adsorbe globalement plus d’oligosaccharides que de monosaccharides, et 

ceci se traduit par une diminution de ratio OS/Stotaux présenté pour chaque échantillon 

Tableau 29. La gêne stérique fait partie des facteurs d’adsorption, tout comme la 

solubilité du soluté adsorbé. Ces résultats sont en accord avec des études 

récemment menées sur les hydrolysat de résineux et de feuillus (Deloule 2017; Z. 

Wang et al. 2016). Ce phénomène est moins marqué dans les hydrolysats de 

résineux. 
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Les arabinogalactanes, les glucanes et les xylanes sont adsorbés en majorité 

dans l’hydrolysat de feuillus produit à 150°C. En comparaison ce sont les 

arabinoxylanes et les galactanes qui sont les plus impactés dans l’hydrolysat de 

résineux extraits à 170°C. Dans les hydrolysats de feuillus extraits à 170°C ce sont les 

xylanes et les glucomannanes qui sont les oligosaccharides les plus impactés par le 

traitement au charbon actif. On remarque, toutes essences confondues, que les 

hydrolysats produits à 150°C présentent des pertes en oligosaccharides plus grandes 

comparativement à ceux extraits à 170°C. Ce phénomène pourrait être dû à l’acidité 

des oligosaccharides, plus élevée à faible température d’extraction.  

Dans les hydrolysats de feuillus et de résineux extraits à 150°C, les pertes en 

rhamnose et acide galacturonique dues au traitement au charbon actif à 30g/l, 

peuvent être corrélées à l’adsorption de rhamnogalacturonanes (Tableau 28). En 

effet on retire respectivement 63% et 67% de rhamnose et d’acide galacturonique 

dans la liqueur de bois feuillus, contre 18% et 32% dans la liqueur de bois résineux. 

Les ratios molaires GalA :Rha semblent donc conservés dans l’hydrolysat de feuillus 

mais pas dans celui de résineux. De la même manière, la perte d’acide 4-

OMéthylglucuronique confirme l’adsorption des methylglucuronoxylanes. 

TABLEAU 28 CONCENTRATIONS TOTALES EN ACIDES HEXURONIQUES ET EN RHAMNOSE DANS LES HYDROLYSATS DE FEUILLUS ET 

DE RESINEUX EXTRAITS A 150°C, BRUTS ET TRAITES AU CHARBON ACTIF A 30G/L  

(g.l-1) SW150 SW150 30 HW150 HW150 30 

Acide galacturonique 0,38 ± 0,01 0,26 ± 0,08 0,30 ± 0,01 0,10 ± 0,01 

Acide glucuronique 0,07 ± 0,01 n.d. n.d. n.d. 

Acide 4-O-Méthylglucuronique 0,30 ± 0,03 0,23 ± 0,02 0,19 ± 0,01 0,06 ± 0,01 

Rhamnose 0,17 ± 0,02 0,14 ± 0,01 0,11 ± 0,01 0,04 ± 0,01 

La perte totale des sucres chargés (Tableau 28, hydrolysats extraits à 150°C) 

due à l’ajout de 30g/l de charbon actif vaut 32% dans l’hydrolysat de résineux et 67% 

dans celui de feuillus. En comparaison, la perte totale de sucres neutres dans ces 

hydrolysats respectifs (Tableau 29) vaut 16% et 63% (résineux et feuillus produits à 

150°C). On peut donc dire que globalement, les sucres chargés sont plus impactés 

par le traitement au charbon actif que les sucres neutres dans les hydrolysats extraits 

à 150°C. Ces observations ont déjà été faites et peuvent être liées à l’adsorption de 

complexes lignine hydrates de carbone de petite taille (Shen et al. 2013), car les 

oligosaccharides liés à la lignine de manière covalente dans les hydrolysats de bois 

sont majoritairement des oligomères de sucres chargés d’acide hexuroniques 

(Yongchao Zhang et al. 2019). Toutefois il est intéressant de noter que les 

proportions (pourcentages massiques) en sucres chargés sont identiques avant et 

après traitement au charbon actif à 30g/l dans l’hydrolysat de feuillus, alors qu’elles 

diminuent dans les hydrolysats de résineux. 
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La pureté en hémicelluloses (monosaccharides et oligosaccharides) est 

nettement meilleure dans les hydrolysats de résineux (en comparaison aux 

hydrolysats de feuillus) et globalement plus élevée à 170°C qu’à 150°C quel que soit 

l’essence étudiée (cf. Tableau 29). Il en va de même pour le pourcentage en 

oligosaccharides récupéré par rapport à l’hydrolysat de départ. Il est important de 

mentionner que la pureté en oligosaccharides est évidemment plus faible avec 

seulement un traitement au charbon actif en comparaison à un échantillon purifié 

avec du charbon actif et une filtration membranaire (cf. partie IV.B. Combinaison 

charbon actif et ultrafiltration), du fait des quantités importantes de monosaccharides 

en solution.  

Pour conclure, les hydrolysats de feuillus présentent des concentrations en 

lignine soluble et en contaminants (impuretés) plus élevées à ceux des hydrolysats 

de résineux. Toutes températures d’extraction confondues, la quantité de lignine 

soluble extraite dans les liqueurs de feuillus est plus de deux fois supérieure à celle 

des liqueurs de résineux. Il en va de même pour les produits de dégradation tels que 

le furfural et l’acide acétique. Par conséquent, le résultats de différents traitements au 

charbon actif est moins satisfaisant que pour les liqueurs de résineux. 

Paradoxalement, le pourcentage de retrait des impuretés et la capacité d’adsorption 

des impuretés par les granulés de charbon actif sont supérieurs dans les hydrolysats 

de feuillus en comparaison aux hydrolysats de résineux. Cependant, dans ces 

derniers la sélectivité envers la lignine est plus élevée, et la sélectivité envers les 

produits de dégradation des sucres est similaire pour chaque composé dans les deux 

essences dans les mêmes conditions de sévérité d’autohydrolyse. Elle se traduit par 

une plus grande adsorption d’oligosaccharides et de monosaccharides par le 

charbon actif dans les hydrolysats de feuillus. Et par conséquent la pureté en 

hémicelluloses et notamment en oligosaccharides s’en voit réduite en comparaison 

aux hydrolysats de résineux.  
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TABLEAU 29 CONCENTRATION EN UNITES OLIGOMERIQUES EN G/L D'ARABINOSE, DE GALACTOSE, DE GLUCOSE, DE XYLOSE ET DE MANNOSE DANS TOUS LES HYDROLYSATS BRUTS ET TRAITES AU CHARBON ACTIF.  

TOTAL EN OLIGOMERES (OS), PERTE EN OLIGOMERES (OS), EN MONOMERES (MS) ET PART OLIGOMERIQUE DES ECHANTILLONS 

(g.l-1) Arabinose Galactose Glucose Xylose Mannose 
Total OS 

neutres 

Perte 

OS 

Perte 

MS 

Ratio 

OS/STotaux  

Pureté en 

hémicelluloses 

neutres 

Pourcentage 

récupéré 

SW150  0,95 ± 0,03 0,85 ± 0,02 0,41 ± 0,01 1,53 ± 0,05 2,36 ± 0,05 6,10 ± 0,20 - - 71,9 % 84,0 ± 1,1% 100 

SW150 30 0,81 ± 0,03 0,72 ± 0,03 0,36 ± 0,03 1,18 ± 0,07 2,05± 0,13 5,12 ± 0,19 16,0 % 15,2 % 71,7 % 97,6 ± 1,3 84,1 

SW170 0,69 ± 0,03 1,99 ± 0,04 1,88 ± 0,01 2,95 ± 0,30 9,33 ± 0,22 16,62 ± 0,61 - - 69,8 % 83,5 ± 2,7 100 

SW170 30 0,10 ± 0,03 1,58 ± 0,04 1,87 ± 0,50 1,73 ± 0,06 9,29 ± 0,12 14,57 ± 0,28 12,4 % 8,3 % 68,8 % 92,6 ± 89,1 

SW170 50 0,12 ± 0,03 1,49 ± 0,02 1,81 ± 0,25 1,68 ± 0,21 8,92 ± 0,04 14,02 ± 0,89 15,7 % 13,1 % 69,1 % 93,3 ± 85,1 

HW150 0,43 ± 0,02 0,42 ± 0,01 1,15 ± 0,03 1,81 ± 0,03 0,61 ± 0,14 4,42 ± 0,27 - - 86,8 % 57,4 ± 0,4% 100 

HW150 30 0,08 ± 0,02 0,12 ± 0,01 0,45 ± 0,02 0,47 ± 0,01 0,34 ± 0,03 1,46 ± 0,09 66,9 % 35,8 % 77,2 % 76,2 ± 37,1 

HW150 50 0,09 ± 0,01 0,11 ± 0,01 0,43 ± 0,01 0,45 ± 0,01 0,25 ± 0,01 1,35 ± 0,05 69,6 % 39,0 % 76,6 % 77,3 ± 34,6 

HW170 0,16 ± 0,07 0,82 ± 0,01 2,10 ± 0,05 14,77 ±1,27 2,65 ± 0,06 20,50 ± 1,47 - - 83,7 % 72,0 ± 3,6% 100 

HW170 30 0,15 ± 0,01 0,61 ± 0,03 1,61 ± 0,04 10,02 ± 0,11 1,85 ± 0,04 14,25 ± 0,23 30,5 % 2,6 % 78,5 % 83,4 ± 74,3 

HW170 50 0,15 ± 0,06 0,51 ± 0,06 1,15 ± 0,05 9,36 ± 0,07 1,11 ± 0,05 12,28 ± 0,79 40,1 % 16,1 % 78,6 % 84,9 ±  63,9 
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IV.A.2.c. INFLUENCE SUR LA MASSE MOLAIRE MOYENNE DES OLIGOMERES 

Après l’analyse de la sous partie précédente, il est intéressant d’essayer de 

comprendre quelle taille moyenne d’oligosaccharides est particulièrement favorisée 

pour l’adsorption au charbon actif. Pour ce faire, comme dans le Chapitre 1, la GPC-

MALS nous a permis d’obtenir les masses molaires moyennes de chaque hydrolysat 

traité pour comparaison à l’hydrolysat brut. Ces résultats sont présentés Tableau 30 

pour les hydrolysats extraits à 170°C et Tableau 31 pour ceux extraits à 150°C. 

TABLEAU 30 MASSES MOLECULAIRES MOYENNES, EN NOMBRE ET EN POIDS, ET POLYDISPERSITE (D) DES HYDROLYSATS DE 

RESINEUX ET DE FEUILLUS EXTRAITS A 170°C BRUTS ET TRAITES AU CHARBON ACTIF 

 SW170 SW170 30 SW170 50 HW170 HW170 30 HW170 50 

Mw (kDa) 1,46 ± 3% 1,19 ± 4% 0,94 ± 4% 1,27 ± 2% 1,12 ± 3% 1,10 ± 1% 

Mn (kDa) 0,74 ± 2% 0,50 ± 4% 0,41 ± 4% 0,54 ± 4% 0,43 ± 1% 0,49 ± 1% 

D (Mw/Mn) 1,98 ± 1% 2,39 ± 4% 2,29 ± 3% 2,36 ± 5% 2,61 ± 3% 2,26 ± 1% 

 Au vu du chromatogramme de l’hydrolysat de résineux extrait à 150°C brut 

(signal violet) et traité à 30g/l de charbon actif représenté par le signal jaune 

(Chromatogramme 19), il est clair que les plus gros oligosaccharides ne semblent 

pas adsorbés par le charbon actif car le calcul de la masse molaire moyenne de la 

tranche impactée (courbe jaune) allant de 38 min à 43 min vaut 1700 Da. La tranche 

de masses molaires la plus impactée par le traitement semble débuter autour de 

1000 Daltons (environ 43 min), on observe effectivement que l’intensité 

(proportionnelle à la concentration en sucres) de la courbe jaune est inférieure à 

celle de la courbe violette entre 38 min et 43 min d’élution (Chromatogramme 19). 

Ceci est cohérent avec plusieurs études dont une précédemment menée au 

laboratoire (Deloule 2017), (Montané et al. 2006). Etant donné que l’encombrement 

stérique joue un rôle majeur dans la sélectivité d’adsorption, ces résultats sont à 

priori cohérents. 

TABLEAU 31 MASSES MOLECULAIRES MOYENNES, EN NOMBRE ET EN POIDS, ET POLYDISPERSITE (D) DES HYDROLYSATS DE 

RESINEUX ET DE FEUILLUS EXTRAITS A 150°C BRUTS ET TRAITES AU CHARBON ACTIF  

 SW150 SW150 30 HW150 HW150 50 

Mw (kDa) 4,10 ± 4% 4,20 ± 5% 2,60 ± 4% 4,40 ± 4% 

Mn (kDa) 1,44 ± 5% 1,50 ± 2% 1,20 ± 2% 1,31 ± 2% 

D (Mw/Mn) 2,84 ± 2% 2,80 ± 2% 2,10 ± 2% 3,36 ± 2% 
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 Les Figure 70 et Figure 71 présentent les distributions de masse molaire des 

hydrolysats extraits à 170°C de feuillus et de résineux brut et traités. Ils illustrent bien 

une diminution de la masse molaire moyenne des échantillons avec le charbon actif, 

en accord avec les résultats du Tableau 30, phénomène plus marqué chez les 

résineux que les feuillus. Il apparaît qu’à l’inverse la masse molaire moyenne des 

échantillons traités au charbon actif, augmente à plus faible température d’extraction 

(voir Tableau 31). Ceci peut être expliqué par le fait que la masse molaire moyenne 

des oligosaccharides en mélange est, à contrario des hydrolysats extraits à 170°C, 

largement supérieure à la tranche des masses impactées par le traitement.  
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FIGURE 70 DISTRIBUTION DE MASSE MOLAIRE DE L'HYDROLYSAT DE FEUILLUS EXTRAIT A 170°C, BRUT ET 

TRAITE AU CHARBON ACTIF A 30G/L 
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IV.A.3. ESSAI PRELIMINAIRE SUR LIT FILTRANT GRANULAIRE DE CHARBON ACTIF 

Industriellement l’utilisation de charbon actif est préférée sous forme de lit 

filtrant granulaire à l’agitation pour l’adsorption de composés indésirables et la 

détoxification de solutions. De plus, le recours à un lit fixe permet d’éviter la formation 

de particules fines de charbon actif dans l’hydrolysat, problème majoritairement 

rencontré dans les hydrolysats de feuillus et dans les hydrolysats traités avec une 

forte charge en charbon actif. Un essai a donc été réalisé avec une colonne en verre 

(L=30 cm, Ø=5,2 cm) remplie du charbon actif Norit 12x20 (300 g sec, hca=25 cm) 

ayant subi préalablement plusieurs lavages à l’eau déionisée afin de rincer les 

granulés et éliminer les particules de charbon actif formées lors de l’immersion des 

grains. Après rinçage le charbon actif a été séché à l’étuve à 105°C pendant 24h.  

Le débit d’hydrolysat choisi est assez lent et vaut 33 ml/min soit 2 l/h, ce qui 

étant donné la section interne de la colonne correspond à une vitesse de 1 m/h. De 

manière générale les vitesses de travail sont plutôt comprises entre 5 et 20 m/h soit 

entre 6 et 140 volumes de colonnes par heure (en moyenne 7), à échelle laboratoire 

sur des colonnes de petites tailles (Cooney, Nagerl, et Hines 1983; Sainio, Turku, et 

Heinonen 2011; Montané et al. 2006; Lee et Park 2016). Ici le débit d’hydrolysat 

passé dans le lit filtrant de charbon actif est fixé à 3 volumes de colonne par heure. 

Trois volumes de colonne ont été passés en eau déionisée avant de passer les 500ml 

d’hydrolysat de résineux brut produit à 170°C en 15 min.  

TABLEAU 32 QUANTITES EN G/L EN HYDROXYMETHYLFURFURAL (HMF), FURFURAL (F), ACIDE FORMIQUE (AF) ET ACIDE ACETIQUE 

(AA) DANS L'HYDROLYSAT DE RESINEUX PRODUIT A 170°C BRUT ET TRAITE AU CHARBON ACTIF PAR ADSORPTION SUR LIT FIXE. 

NOMMES PRODUITS DE DEGRADATION OU IMPURETES. 

 HMF (g/l) F (g/l) AF (g/l) AA (g/l) 

Hydrolysat brut 0,26 ± 0,06 0,34 ± 0,10 0,62 ± 0,10 1,25 ± 0,10 

Hydrolysat traité n.d. n.d. 0,04 ± 0,002 0,27 ± 0,014 

Réduction 100 % 100 % 93,6 % 78,4 % 
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CHROMATOGRAMME 19 CHROMATOGRAMME D'EXCLUSION STERIQUE DE L'HYDROLYSAT DE RESINEUX EXTRAIT A 150°C, 

BRUT ET TRAITE AVEC 30G/L DE CHARBON ACTIF 
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La concentration en g/l des contaminants dans l’hydrolysat brut et traité 

nommés HMF, F, AF et AA est présenté dans le Tableau 32. Comme attendu le 

furfural et l’hydroxyméthylfurfural sont éliminés en totalité. Si l’on compare 

l’adsorption des acides acétique et formique avec un lit filtrant à une adsorption par 

agitation à 50 g/l, on observe que la quasi-totalité de ces deux composés est retirée 

avec un lit filtrant contre respectivement 26% et 32% avec une agitation. 

Dans le Tableau 33 sont présentées les concentrations en monosaccharides et 

oligosaccharides avant et après traitement par lit filtrant de charbon actif. On 

constate que la perte totale en oligosaccharides, identique à celle des 

monosaccharides, est énorme et vaut 72%. Malgré cette perte, le ratio entre lignine 

soluble et oligosaccharides dans l’hydrolysat traité est de 0,6%. On remarque 

également que les oligomères adsorbés en plus grande quantité sont les 

arabinoxylanes, alors que le monomère adsorbé en majorité est le glucose. La même 

expérience a été réalisée avec l’hydrolysat de feuillus extrait à 170°C, on constate 

dans ce cas que 100% des monomères et oligomères d’hémicelluloses sont 

adsorbés, au même titre que tous les contaminants.  

TABLEAU 33 CONCENTRATIONS EN MONOSACCHARIDES ET OLIGOSACCHARIDES DANS L’HYDROLYSAT DE RESINEUX PRODUIT A 

170°C BRUT ET TRAITE AU CHARBON ACTIF PAR ADSORPTION SUR LIT FIXE, ET PERTE ENGENDREE 

 Monosaccharides dans l’hydrolysat Oligosaccharides dans l’hydrolysat 

g.l-1 Brut Traité Perte (%) Brut Traité Perte (%) 

Arabinose 2,01± 0,06 0,60 ± 0,01 70 0,69 ± 0,03 0,13 ± 0,02 81 

Galactose 1,16± 0,12 0,36 ± 0,02 69 1,99 ± 0,04 0,56 ± 0,05 72 

Glucose 0,34± 0,04 0,04 ± 0,00 89 1,88 ± 0,01 0,55 ± 0,02 71 

Xylose 2,36± 0,41 0,61 ± 0,01 74 2,95 ± 0,30 0,67 ± 0,10 77 

Mannose 1,34± 0,18 0,33 ± 0,00 75 9,10 ± 0,22 2,71 ± 0,30 70 

Total 7,21± 0,77 1,94 ± 0,04 73 16,62 ± 0,58 4,61 ± 0,49 72 

Etant donné que chaque soluté est en compétition permanente pour son 

adsorption sur un grain de charbon actif, il faut considérer que, en plus de la capacité 

d’adsorption réduite pour chaque adsorbat, la cinétique d’adsorption est différente 

entre un lit filtrant et une adsorption par agitation. A un débit lent la compétition peut 

être plus marquée notamment entre les grosses et les petites molécules.  

D’une part, les petites molécules identifiables au F, HMF et aux acides 

organiques de faible masse molaire sont plus aptes à être adsorbés en premier étant 

donné que leur mobilité est plus grande que les oligosaccharides de haute masse 

molaire ou les complexes lignine hydrate de carbone. Les fragments de lignine de 

bas poids moléculaire (Chromatogramme 14) sont également susceptibles d’être 

adsorbés en priorité en comparaison aux oligosaccharides pour des raisons d’affinité. 

A la moitié soit à 7 min (250 ml de passés) l’absorbance montre une concentration en 

lignine déjà réduite de 97% (0,055 g.l-1) ce qui signifie bien que la lignine est 

adsorbée en priorité par rapport aux oligosaccharides, au même titre que le F et le 

HMF. On observe Tableau 34 que qu’au bout des 15 min, 98,7% de la lignine soluble 

est adsorbée.  
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D’autre part, les oligosaccharides de haut poids moléculaire et également 

impliqués dans des complexes lignine hydrate de carbone ont une solubilité 

beaucoup plus faible dans l’hydrolysat de départ que les produits de dégradation et 

les monosaccharides. C’est pourquoi eux aussi ont grande chance d’être adsorbés. 

De plus, ils sont beaucoup plus difficiles à être désorbés que des petites molécules, 

s’ils obstruent certains pores du charbon actif alors un débit si faible ne les 

décrochera sans doute pas. On peut imaginer que la surface d’échange dix fois 

supérieure (cf. Tableau 34 : 25 g pour le traitement par agitation contre 300 g de 

charbon actif utilisé en lit fixe) explique les pertes en hémicelluloses plus élevées 

avec le lit filtrant. Les oligosaccharides sont adsorbés en plus grande quantité car, 

après adsorption des contaminants, le nombre de sites actifs disponibles sur les 

grains de charbon actif est beaucoup plus élevé que par agitation. Il ne s’agirait donc 

pas d’une réelle baisse de sélectivité (Tableau 34), pour obtenir une comparaison 

fidèle il faudrait passer 5L d’hydrolysat en 2h à travers le lit filtrant de charbon actif 

(soit à un débit de 42 ml/min).  

Il s’agit de résultats préliminaires, c’est pourquoi aucune conclusion n’est 
donnée. Des essais supplémentaires ainsi qu’une étude cinétique sont nécessaires 
pour savoir si l’emploi d’une colonne de charbon actif est avantageux en comparaison à 
l’adsorption par agitation. En tout cas, l’industrialisation du procédé passe 
nécessairement par l’utilisation d’une colonne de charbon actif. 

TABLEAU 34 COMPARAISON DES RESULTATS OBTENUS SUR L'HYDROLYSAT DE RESINEUX PRODUIT A 170°C AVEC UNE 

ADSORPTION AU CHARBON ACTIF PAR AGITATION A 50G.L-1 ET SUR LIT FIXE 

 Agitation Lit fixe 

Volume d’hydrolysat purifié (ml) 500 500 

Masse de charbon actif (g) 25 300 

Durée du traitement 2 h 15 min 

Retrait produits de degradation (%) 45,3 87,4 

Retrait lignine (%) 95,4 98,7 

Perte en oligosaccharides (%) 15,7 72,2 

Ratio lignine/OS (%) 0,7 0,6 

Ratio OS/Saccharides (%) 69,1 70,4 

Sélectivité envers la lignine* (%) 85,9 57,8 

Pureté en oligosaccharides (%) 62,2 67,0 

Pureté en hémicelluloses (%) 93,7 95,1 

CONCLUSION SUR LA PARTIE IV.A. Traitement au charbon actif 

Dans l’ensemble, le traitement au charbon actif effectué dans les mêmes 

conditions, semble plus efficace dans les hydrolysats de feuillus que de résineux, en 

termes de quantité de la lignine soluble et de produits dégradation adsorbés par les 

grains. Par exemple à une température d’extraction de 170°C, dans un litre de liqueur 

de feuillus, 100 g de charbon actif adsorbent 16 g de lignine soluble contre 7 dans un 

litre d’hydrolysat de résineux. En revanche, la perte en oligosaccharides suit la perte 

en contaminants, et est notamment multipliée par 4 dans les hydrolysats de feuillus 

en comparaison aux hydrolysats de résineux. Ceci se traduit par de bien meilleures 

sélectivités et puretés dans les liqueurs de résineux. 



 

 

1
6

1
 

IV.B. COMBINAISON CHARBON ACTIF ET ULTRAFILTRATION 

Au vu des résultats obtenus dans la première partie de ce chapitre, il a été 

décidé de combiner le charbon actif avec la filtration membranaire afin d’obtenir de 

plus hautes puretés en oligosaccharides. En effet, les produits de dégradation et la 

lignine ne sont pas adsorbés en totalité et les monomères sont toujours présents en 

solution. Il n’est pas pertinent d’appliquer des charges en charbon actif plus hautes 

au vu des pertes en oligosaccharides dans les hydrolysats de feuillus, bien qu’il 

pourrait s’agir d’une option envisageable pour ceux de résineux. Dans cette partie, le 

principal seuil de coupure des membranes étudiées lors de l’ultrafiltration est 1kDa, 

afin de limiter les pertes en oligomères et être certain d’éliminer la totalité des 

produits de dégradation et des monomères, ainsi que la majeure partie de la lignine 

soluble dans les liqueurs.  

IV.B.1. TRAITEMENT DES HYDROLYSATS DE RESINEUX PAR ULTRAFILTRATION ET 

CHARBON ACTIF 

IV.B.1.a. LIGNINE RETIREE PAR COMBINAISON ENTRE ULTRAFILTRATION ET CHARBON 

ACTIF 

Après un traitement à 30 g/l de charbon actif sur l’hydrolysat de résineux extrait 

à 170°C (échantillon nommé SW170 30), une filtration membranaire avec un seuil de 

coupure de 1kDa a été réalisée (son rétentat est nommé SW170 1kDa 30). En 

parallèle, après avoir appliqué 50 g/l de charbon actif (SW170 50), une filtration sur 

3kDa a été effectuée. Les perméats (nommés respectivement P1kDa 30 et P3kDa 50  

Figure 72) et les rétentats (nommés respectivement 1kDa 30 et 3kDa 50) ont été 

récupérés pour être analysés. Ces expériences ont été réalisées dans le but d’obtenir 

des mélanges de faible masse moléculaire moyenne (perméats correspondant mieux 

aux caractéristiques des prébiotiques) et dépourvu de contaminants grâce au 

charbon actif, le schéma expérimental est décrit sur le Schéma 2.  

SCHEMA 2 ORGANIGRAMME EXPERIMENTAL DES RESULTATS DE LA DEUXIEME PARTIE DU CHAPITRE II 
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La Figure 72 montre le pourcentage de lignine soluble (masse de lignine sur la 

masse totale de l’échantillon) ainsi que les ratios entre lignine soluble et 

oligosaccharides dans les extraits de résineux à 170°C sur l’histogramme de gauche 

et 150°C sur celui de droite. Ils n’ont pas été représentés sur le même histogramme 

pour des raisons d’échelle. L’hydrolysat brut de résineux extrait à 150°C présente un 

pourcentage en lignine qui vaut 15% de sa masse totale sèche, dans l’hydrolysat 

extrait à 170°C ce taux de lignine vaut 6%.  

On observe que les résultats obtenus sont néanmoins meilleurs dans les 

rétentats que dans les perméats. Ce résultat est illustré par le spectre UV-visible du 

SW170 P1kDa 30 qui montre une absorbance largement plus élevée que dans le 

rétentat au même seuil de coupure (cf. Figure 73). Etant donné que dans les 

hydrolysats extraits à 170°C, la lignine soluble se trouve en majorité en dessous de 

1kDa, il semble logique que dans les perméats, la concentration en lignine soluble 

restante soit plus forte. De plus, en dessous de 1kDa une grande partie des 

oligosaccharides est éliminée (45%). Les monomères et les impuretés non adsorbés 

par le charbon actif sont toujours présents. Ces derniers ont en réalité une plus 

grande proportion que dans l’hydrolysat brut traité au charbon actif, c’est pourquoi le 

ratio lignine/OS est plus élevé (Figure 72) et la pureté plus faible (de l’ordre de 77% 

contre 93%) que dans le SW170 30.  

On observe une réelle amélioration entre l’hydrolysat extrait à 170°C traité à 

50g/l de charbon actif et son rétentat sur 3kDa (Figure 72 gauche), en effet le 

pourcentage massique de lignine sur l’échantillon est divisé par deux et le ratio 

lignine/OS par trois. Une diminution similaire est observée entre l’hydrolysat obtenu à 

150°C traité à 30g/l et son rétentat sur 1kDa, en revanche ce n’est pas le cas à 

170°C.  

FIGURE 72 POURCENTAGE DE LIGNINE SUR LA MASSE TOTALE (ROUGE) ET RATIO ENTRE LIGNINE ET OLIGOSACCHARIDES (BEIGE) 

DANS CERTAINS ECHANTILLONS DE RESINEUX ULTRAFILTRES ET TRAITES OU NON AU CHARBON ACTIF A DIFFERENTES 

CONCENTRATIONS. LORSQUE LA LETTRE P EST PLACEE EN AMONT DU SEUIL DE COUPURE UTILISE DANS LA DENOMINATION DES 

ECHANTILLONS IL S’AGIT DU PERMEAT SOUS LA MEMBRANE, SINON IL S’AGIT DU RETENTAT). 

0,0

0,2

0,4

0,6

0,8

1,0

1,2

1,4

SW170 30 SW170

1kDa 30

SW170

P1kDa 30

SW170 50 SW170

3kDa 50

SW170

P3kDa 50

P
o

u
rc

e
n

ta
g

e
 

Lignine (%) Ratio lignin/oligosaccharides (%)

0,0

0,5

1,0

1,5

2,0

2,5

3,0

3,5

SW150

30

SW150

1kDa 30

SW150

1kDa

P
o

u
rc

e
n

ta
g

e



 

 

1
6

3
 

Il est intéressant de constater que le ratio lignine/OS est similaire voire 

légèrement inférieur dans le rétentat sur 1kDa (SW150 1kDa 30) que dans l’hydrolysat 

correspondant extrait à 150°C traité à 30g/l (SW150 30). Pour rappel les pertes en 

oligosaccharides sont de l’ordre de 5% dans ce rétentat et on élimine toutes les 

impuretés et les monomères de sucres. De plus, 86% de la lignine est retirée contre 

88% avec le seul traitement au charbon actif à 30g/l. Ce résultat est assez bien 

illustré sur le spectre UV-visible Figure 73 de ces deux échantillons, qui sont très 

proches. 

IV.B.1.b. PERTE ET PURETE EN OLIGOSACCHARIDES DANS LES RETENTATS PURIFIES 

 Le changement de composition osidique induit par l’adsorption de certains 

oligosaccharides par le charbon actif est présenté Figure 74. Une comparaison des 

pourcentages oligomériques est faite entre l’hydrolysat traité à 30 g/l de charbon actif 

(SW170 30 et SW150 30), le rétentat sur 1kDa (SW170 1kDa et SW150 1kDa) et enfin le 

rétentat sur 1kDa et traité avec la même charge de charbon actif (SW170 1kDa 30 et 

SW150 1kDa 30). On observe que les proportions en galactoglucomannanes 

augmentent progressivement au dépend des arabinoxylanes, des arabinanes et des 

sucres chargés qui semblent adsorbés en priorité. 

TABLEAU 35 CONCENTRATION TOTALE EN OLIGOSACCHARIDES, POURCENTAGE RECUPERE EN OLIGOSACCHARIDES * PAR RAPPORT 

A L’HYDROLYSAT DE DEPART ET PURETE EN OLIGOSACCHARIDES DANS LES ECHANTILLONS DE RESINEUX 
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FIGURE 73 SPECTRES UV-VISIBLE DES ECHANTILLONS DE RESINEUX EXTRAITS A 150°C (GAUCHE) ET 170°C (DROITE) TRAITES 

AU CHARBON ACTIF ET ULTRAFILTRES 



 

 

1
6

4
 

Si l’on se réfère au Tableau 35, on voit que la pureté obtenue grâce à la 

combinaison entre charbon actif et ultrafiltration est supérieure dans les extraits à 

170°C plutôt qu’à 150°C. Néanmoins, le pourcentage récupéré par rapport à la 

quantité initiale en oligosaccharides dans l’hydrolysat brut correspondant à chaque 

échantillon, est deux fois plus faible à la plus haute température d’autohydrolyse, du 

fait de leur taille plus courte.  

L’élimination de la lignine soluble représentée en fonction de la perte en 

oligomères de sucres est donnée Figure 75 (a) et la pureté en oligosaccharides 

représentée en fonction de la perte en oligosaccharides est donnée Figure 75 (b). 

Figure 75 (b), on remarque que la perte en oligosaccharides par rapport à 

l’hydrolysat de départ est deux fois plus grande dans l’échantillon SW170 1kDa 30 en 

comparaison au SW150 1kDa 30, pour une pureté similaire.  

Etant donné que les concentrations initiales en saccharides dans les liqueurs 

sont de l’ordre de 24 g/l à 170°C et 8 g/l à 150°C, la perte est « compensée » en 

quelque sorte parce que la concentration totale en oligosaccharides reste plus élevée 

dans le rétentat sur 1kDa et traité au charbon actif de l’hydrolysat extrait à 170°C 

(SW170 1kDa 30) que dans celui extrait à 150°C (SW150 1kDa 30). 

 

FIGURE 74 POURCENTAGE DES DIFFERENTS OLIGOSACCHARIDES DANS LES ECHANTILLONS DE RESINEUX EXTRAITS A 170°C ET 

150°C TRAITES AU CHARBON ACTIF ET ULTRAFILTRES OU NON SUR 1KDA 
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Si l’on souhaite surtout obtenir un meilleur rendement et une plus grande 

diversité moléculaire, il vaut mieux opter pour une simple filtration sur 1kDa d’un 

hydrolysat extrait à 150°C. À l’inverse, il faudra privilégier l’association ultrafiltration 

plus charbon actif à 30g/l dans un hydrolysat extrait à 170°C, si l’on souhaite obtenir 

un mélange pur à 99,5% en galactoglucomannanes acétylés. 
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FIGURE 75 

(A) ELIMINATION DE LA LIGNINE SOLUBLE REPRESENTEE EN FONCTION DE LA PERTE EN OLIGOSACCHARIDES* DANS LES 

HYDROLYSATS DE RESINEUX AYANT SUBI DIFFERENTS TRAITEMENTS 

(B) PURETE EN OLIGOSACCHARIDES REPRESENTEE EN FONCTION DE LA PERTE EN OLIGOSACCHARIDES* DANS LES 

HYDROLYSATS DE RESINEUX AYANT SUBI DIFFERENTS TRAITEMENTS 
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IV.B.1.c. INFLUENCE DE LA COMBINAISON ULTRAFILTRATION ET CHARBON ACTIF SUR LA 

MASSE MOLAIRE MOYENNE DES OLIGOMERES 

Comme dans les hydrolysats bruts, les hydrolysats ultrafiltrés voient leur masse 

moyenne changer avec le traitement au charbon actif, et il se trouve que leur 

évolution est semblable. Comme présenté sur la Figure 76, la distribution de masse 

du rétentat sur 3 kDa est décalée vers la gauche (vers les plus faibles Mw) avec 

l’ajout de charbon actif, dans l’échantillon de résineux obtenu à une température 

d’autohydrolyse de 170°C.  

Ceci se traduit par des masses molaires moyennes calculées plus faibles dans 

les rétentats obtenus à 170°C traités au charbon actif que sans, aux trois seuils de 

coupure testés (1,3 et 5kDa), voir Tableau 36. Ces résultats sont en accord avec une 

étude menée précédemment au laboratoire sur le même hydrolysat à un seuil de 

coupure de 500 Da et traité à 10 et 40g/l du même charbon actif Norit 12x20 (Deloule 

2017). A l’inverse, il semble que la combinaison charbon actif - ultrafiltration fasse 

augmenter la masse molaire moyenne (Mw) des oligosaccharides dans l’extrait à 

150°C. Etant donné que la Mw est plus élevée dans les hydrolysats bruts et ultrafiltrés 

obtenus à 150°C, ce phénomène est logique si on considère que la tranche de 

masses molaires adsorbées par les granulés de charbon actif est la même quel que 

soit l’échantillon. 
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FIGURE 76 DISTRIBUTION DE MASSE MOLAIRE ZOOMEE DE 1000 A 4000 DA DU RETENTAT SUR 3KDA DE L’HYDROLYSAT DE 

RESINEUX EXTRAIT A 170°C SANS ET AVEC CHARBON ACTIF A 30 ET 50G/L 
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TABLEAU 36 MASSES MOLAIRES MOYENNES EN NOMBRE ET EN POIDS, ET POLYDISPERSITE (D) DES ECHANTILLONS DE RESINEUX 

ULTRAFILTRES ET TRAITES AU CHARBON ACTIF 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

IV.B.2. TRAITEMENT DES HYDROLYSATS DE FEUILLUS PAR ULTRAFILTRATION ET 

CHARBON ACTIF 

IV.B.2.a. LIGNINE RETIREE PAR COMBINAISON ENTRE ULTRAFILTRATION ET CHARBON 

ACTIF 

Dans les rétentats sur 1kDa des hydrolysats de feuillus extraits à 150°C et 

170°C, les ratios lignine/OS valent respectivement 14,3% et 6,5%. On constate Figure 

77 que ces ratios sont diminués respectivement à 1% et 0,7% grâce à une charge de 

50g/l en charbon actif en plus de l’ultrafiltration.  

D’autre part, le principal avantage de combiner l’ultrafiltration avec le charbon 

actif en comparaison au charbon actif seul, ne réside pas tant dans le fait d’abaisser 

le pourcentage de lignine soluble qui restera dans tous les cas de figure proche de 

1% dans les hydrolysats de feuillus, mais surtout dans l’élimination des monomères 

et des produits de dégradation. D’où la diminution significative du ratio lignine/OS 

entre les échantillons HW150 30 et HW150 1kDa 30 par exemple (Figure 77). 

 Mw (kDa) Mn (kDa) D (Mw/Mn) 

SW170 1kDa 3,1 ± 3% 2,2 ± 5% 1,4 ± 1% 

SW170 1kDa 30 3,0 ± 2% 2,1 ± 3% 1,4 ± 1% 

SW170 1kDa 50 2,9 ± 2% 1,7 ± 5% 1,7 ± 3% 

SW170 3kDa 4,0 ± 4% 2,7 ± 8% 1,5 ± 1% 

SW170 3kDa 30 3,8 ± 4 % 2,6 ± 6% 1,5 ± 3% 

SW170 3kDa 50 3,5 ± 1% 1,7 ± 1% 2,1 ± 1% 

SW170 5kDa 4,7 ± 7% 3,2 ± 7% 1,5 ± 1% 

SW170 5kDa 50 4,6 ± 4% 2,0 ± 4% 2,3 ± 2% 

SW150 1kDa 4,9 ± 5% 2,9 ± 4% 1,7 ± 2% 

SW150 1kDa 30 5,3 ± 3% 2,9 ± 5% 1,8 ± 3% 

FIGURE 77 POURCENTAGE DE LIGNINE SUR LA MASSE TOTALE (ROUGE) ET RATIO ENTRE LIGNINE ET OLIGOSACCHARIDES 

(BEIGE) DANS LES HYDROLYSATS DE FEUILLUS EXTRAITS A 150 ET 170°C ET TRAITES AVEC 30 ET 50G/L DE CHARBON 

ACTIF ET ULTRAFILTRES SUR 1KDA 
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L’élimination de la lignine soluble et des produits de dégradation non adsorbés 

par le charbon actif qui absorbent autour de 280nm grâce à l’ultrafiltration, est plus 

marquée (car ces produits y sont plus concentrés) dans les échantillons extraits à 

170°C plutôt qu’à 150°C. Effectivement Figure 78, spectre de droite, le pic du spectre 

bleu à 280 nm (HW170 50) correspondant à l’hydrolysat extrait à 170°C traité à la plus 

haute charge de charbon actif est éliminé (spectre vert échantillon HW170 1kDa 50) 

lorsqu’on lui applique une ultrafiltration sur 1kDa.  

Il semble plus difficile, comme dans les extraits de bois résineux, d’extraire la 

lignine résiduelle des échantillons extraits à plus faible température même avec la 

combinaison de deux techniques de purification. Il ne s’agit à priori pas de la 

saturation des grains de charbon actif car les capacités sont supérieures à ce qui est 

réellement adsorbé. En revanche, le pH moins acide des liqueurs extraites à faible 

température (4 contre 3,6 à 170°C) joue certainement un rôle inhibiteur à 

l’adsorption. Ceci pourrait également être dû à la présence de complexes lignine 

hydrates de carbone en plus grande quantité dans ce type de liqueur. Un fragment 

de lignine lié de manière covalente à un oligosaccharide chargé a un volume 

hydrodynamique plus gros que ce même fragment non lié à un sucre 

d’hémicellulose. Ces complexes sont donc potentiellement plus difficiles à adsorber 

pour des raisons de gêne stérique ou plus simplement parce que leur conformation 

dans l’eau les empêche de se loger dans les pores du charbon actif. L’affinité 

chimique entre le charbon actif et la lignine se trouve peut-être aussi changée si elle 

est impliquée dans un complexe lignine hydrates de carbone. 
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FIGURE 78 SPECTRES UV-VISIBLE DES ECHANTILLONS DE FEUILLUS EXTRAITS A 150°C (GAUCHE) ET 170°C (DROITE) TRAITES 

AU CHARBON ACTIF ET ULTRAFILTRES SUR 1KDA 
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IV.B.2.b. PERTE ET PURETE EN OLIGOSACCHARIDES DANS LES RETENTATS PURIFIES 

La Figure 79 montre la composition osidique oligomérique en sucres neutres et 

chargés des rétentats sur 1kDa des hydrolysats extraits à 170°C et 150°C et traités 

par charbon actif.  Les xylanes et les arabinanes sont les oligomères éliminés en plus 

grande partie, comme dans les échantillons de résineux. Ainsi les proportions en 

glucomannanes augmentent avec le traitement au charbon actif dans les rétentats. 

Au vu des écarts types concernant les rhamnogalacturonanes dans les échantillons 

obtenus à 170°C, il semble que leur proportion soit stable, en revanche à 150°C elle 

augmente une fois l’échantillon traité au charbon actif. Il en va de même pour les 

oligosaccharides contenants des acides 4-O-méthylglucuronique. Ceci laisse 

présager que seuls les xylanes acétylés et non les méthylglucuronoxylanes sont 

impactés par le traitement, car peut-être moins volumineux. Il est également possible 

que la nature neutre ou chargée de l’oligosaccharide implique d’autres types 

d’interactions avec le charbon actif qui sont moins favorables à son adsorption. Il faut 

dire qu’en moyenne les sucres chargés représentent 6% des oligosaccharides dans 

le HW170 1kDa et 8% dans le HW150 1kDa, ces proportions atteignent respectivement 

9% et 16% dans ces mêmes rétentats traités avec 50g/l de charbon actif. 

Ces résultats sont contraires à ceux obtenus pour les résineux, les oligomères 

chargés d’acides hexuroniques sont moins adsorbés que les oligomères neutres. 

Encore une fois, ceci pourrait être dû au fait qu’ils sont liés à des complexes lignine 

hydrates de carbone et qu’ils sont donc difficilement adsorbables par les grains car 

de plus haute masse moléculaire que les xylanes non chargés par exemple.  

On observe dans le Tableau 37 que les puretés obtenues sont meilleures à une 

température d’extraction de 170°C, et les concentrations dans les liqueurs y sont plus 

élevées. Contrairement aux hydrolysats de bois résineux, les pourcentages 

d’oligosaccharides récupérés par rapport à la quantité initiale dans l’hydrolysat 

correspondant sont semblables aux deux températures d’extraction. 

FIGURE 79 POURCENTAGE EN ACIDES HEXURONIQUES ET RHAMNOSE OLIGOMERIQUE DANS LES ECHANTILLONS DE FEUILLUS 

EXTRAITS A 170°C ET 150°C TRAITES AU CHARBON ACTIF ET ULTRAFILTRES SUR 1KDA 
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Il est intéressant de constater qu’à 150°C les pertes en oligosaccharides sont 

engendrées essentiellement par l’adsorption au charbon actif alors qu’à 170°C elles 

sont majoritairement engendrées par l’ultrafiltration, cf. Figure 80 (a) et (b). Ce 

phénomène est clairement représenté sur la Figure 81, où l’on observe l’écart de 

perte en oligosaccharides entre les hydrolysats bruts traités au charbon actif et 

d’autre part les hydrolysats bruts ultrafiltrés sur 1 kDa et 3 kDa extraits à faible 

température en comparaison à ceux obtenus à haute température d’autohydrolyse. 

Par ailleurs, au vue des écarts types, les hydrolysats extraits à 150°C à la fois 

ultrafiltrés et traités au charbon actif présentent des pertes en oligosaccharides 

proches des échantillons analogues extraits à 170°C. La meilleure pureté est obtenue 

grâce à la combinaison entre une filtration sur 1 kDa et l’ajout de charbon actif. Pour 

chacun de ces échantillons ayant subi une double purification, la pureté finale se 

situe autour de 99% et est identique au vue des barres d’erreur. En ce qui concerne 

l’élimination de la lignine, l’association entre ultrafiltration et charbon actif est plus 

significative dans les hydrolysats extraits à 150°C, Figure 80 (a). En effet on passe de 

83% et 91% de retrait de lignine soluble à plus de 99% grâce à l’ajout de charbon 

actif.  

TABLEAU 37 CONCENTRATION TOTALE EN OLIGOSACCHARIDES, POURCENTAGE RECUPERE * PAR RAPPORT A L’HYDROLYSAT DE 

DEPART ET PURETE EN OLIGOSACCHARIDES DANS LES ECHANTILLONS DE FEUILLUS  

 CTotale en OS (g/l) 
Pourcentage d’OS 

récupéré * (%) 

Pureté en OS 

(% massique) 

HW170 1kDa 6,83 ± 0,08 31% 93,8% 

HW170 30 14,25 ± 0,23 70% 65,6% 

HW170 1kDa 30 4,89 ± 0,02 22% 99,1% 

HW170 50 12,28 ± 0,79 60% 66,7% 

HW170 1kDa 50 4,38 ± 0,03 19% 99,4% 

HW150 1kDa 3,64 ± 0,28 74% 87,5% 

HW150 30 1,61 ± 0,09 36% 58,8% 

HW150 1kDa 30 1,48 ± 0,05 30% 98,9% 

HW150 50 1,49 ± 0,05 34% 59,2% 

HW150 1kDa 50 1,24 ± 0,06 25% 99,0% 
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FIGURE 81  DIAGRAMME REPRESENTANT LA PURETE EN OLIGOSACCHARIDES EN FONCTION DE LA PERTE EN 

OLIGOSACCHARIDES* (PAR RAPPORT A L’HYDROLYSAT DE DEPART) DANS LES ECHANTILLONS DE FEUILLUS EXTRAITS A 170°C 

ET PURIFIES AVEC DIFFERENTS TRAITEMENTS 
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FIGURE 80  

(A) DIAGRAMME REPRESENTANT L’ELIMINATION DE LA LIGNINE EN FONCTION DE LA PERTE EN OLIGOSACCHARIDES* 

DANS LES ECHANTILLONS DE FEUILLUS EXTRAITS A 150°C ET PURIFIES AVEC DIFFERENTS TRAITEMENTS  

(B) DIAGRAMME REPRESENTANT L’ELIMINATION DE LA LIGNINE EN FONCTION DE LA PERTE EN OLIGOSACCHARIDES* 

DANS LES ECHANTILLONS DE FEUILLUS EXTRAITS A 170°C ET PURIFIES AVEC DIFFERENTS TRAITEMENTS  

* PAR RAPPORT A L’HYDROLYSAT DE DEPART 
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IV.B.2.c. INFLUENCE DE LA COMBINAISON ULTRAFILTRATION ET CHARBON ACTIF SUR LA 

MASSE MOLAIRE MOYENNE DES OLIGOMERES 

Dans cette sous-partie est présentée l’étude par chromatographie à filtration de 

gel du rétentat sur 1kDa des hydrolysats de feuillus extraits à 150 et 170°C, et traités 

au charbon actif, voir Chromatogramme 20. Il est important de mentionner que pour 

pallier aux problèmes d’agrégats expliqués dans le Chapitre Matériels et Méthodes, 

une configuration de colonnes différente de celle utilisée dans le Chapitre I a été 

employée. Les masses moyennes des rétentats sans charbon actif calculées dans 

cette partie ne sont donc en aucun cas à comparer à celles présentées dans le 

Chapitre I. Le calcul des Mw et Mn des échantillons de feuillus ultrafiltrés et traités au 

charbon actif est effectué par chromatographie d’exclusion sur deux colonnes 

OHPack SB 806 HQ en série, afin d’obtenir un meilleur comparatif. La référence est 

le rétentat de l’hydrolysat ultrafiltré sur 1kDa. 

  

On observe que le signal UV de chaque échantillon de feuillus obtenu à 170°C 

(de l’hydrolysat brut au rétentat sur 1kDa traité à 50g/l) obtenu également par 

chromatographie présenté Chromatogramme 21, diminue drastiquement à mesure 

des traitements appliqués (il en va de même pour les hydrolysats obtenus grâce à 

des conditions plus douces).  

chromatograms
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CHROMATOGRAMME 20 CHROMATOGRAMME D’EXCLUSION STERIQUE OBTENU PAR DETECTION A INDICE DE 

REFRACTION DU RETENTAT SUR 1KDA DE L'HYDROLYSAT DE FEUILLUS EXTRAIT A 150°C ET DE CELUI EXTRAIT A 170°C 

AVEC ET SANS CHARBON ACTIF 
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On remarque également que les signaux UV des rétentats traités et non traités 

au charbon actif sont décalés vers la gauche du chromatogramme en comparaison à 

l’hydrolysat non ultrafiltré, au même titre que les signaux en RI sont décalés vers les 

plus hautes masses. Il se trouve que les signaux UV des rétentats sans charbon actif 

ont une intensité encore relativement élevée vers les faibles temps de rétention 

(entre 45 et 60 min), alors que le signal réfractométrique est redescendu à zéro (cf. 

Chromatogramme 25 et Chromatogramme 26 dans les Annexes). Par opposition, on 

constate que les rétentats traités au charbon actif présentent un signal en UV 

presque superposable au signal RI (voir Chromatogramme 24 et Chromatogramme 

28 en Annexes). Ceci signifie que la lignine soluble de petite taille attachée ou non 

aux sucres présente dans le rétentat est éliminée avec l’ajout de charbon actif. 

Cependant, si le signal UV encore présent dans les rétentats traités suit au mieux le 

RI (voire est même décalé vers la gauche du RI à 170°C), la lignine résiduelle non 

éliminée malgré la combinaison ultrafiltration charbon actif, a une distribution de 

masse très proche de celles des oligosaccharides en solution. Elle peut être 

également identifiée à des complexes lignine hydrates de carbone trop volumineux 

pour être adsorbés (on peut même voir qu’un agrégat se forme en UV à 150°C en 

amont du signal RI, pour lequel il existe un signal en LS, Chromatogramme 24). 

chromatograms
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CHROMATOGRAMME 21 SIGNAL UV A 280NM EN FONCTION DU TEMPS OBTENU PAR CHROMATOGRAPHIE A 

PERMEATION DE GEL DE L’HYDROLYSAT DE FEUILLUS EXTRAIT A 170°C ET AYANT SUBI DIFFERENTS TRAITEMENTS 
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On observe, Chromatogramme 20, que les signaux RI des chromatogrammes 

des rétentats traités au charbon actif sont décalés vers le gauche en comparaison 

aux rétentats non traités (courbe bleue et rouge bordeaux), et ce aux deux 

températures d’extraction. On voit bien qu’une grande partie des plus faibles masses 

de l’échantillon est éliminée.  

La distribution de masses pondérées en poids des rétentats traités de 

l’hydrolysat de feuillus extrait à 170°C (courbe jaune et verte), présentée Figure 82, 

témoigne effectivement de l’aplatissement de la courbe en dessous de 1000 Da en 

comparaison à la courbe bleue (HW170 1kDa). Contrairement aux hydrolysats de 

résineux, il semble donc que l’ajout de charbon actif fasse augmenter les masses 

molaires moyennes dans les rétentats (cf. Tableau 38). 

TABLEAU 38 MASSES MOLAIRES MOYENNES EN NOMBRE ET EN POIDS, ET POLYDISPERSITE (D) DES ECHANTILLONS DE FEUILLUS 

ULTRAFILTRES SUR 1KDA AVEC ET SANS CHARBON ACTIF EXTRAITS A 170 ET 150°C 

 

  

 Mw (kDa) Mn (kDa) D (Mw/Mn) 

 HW170 1kDa 2,1 ± 1% 1,0 ± 0% 2,1 ± 1% 

 HW170 1kDa 30 2,2 ± 1% 1,3 ± 2% 1,7 ± 1% 

 HW170 1kDa 50 2,3 ± 0% 1,3 ± 0% 1,8± 1% 

 HW150 1kDa 4,7 ± 2% 1,7 ± 2% 2,8 ± 2% 

 HW150 1kDa   30 5,2 ± 2% 1,9 ± 4% 2,8 ± 4% 

 HW150 1kDa   50 5,8 ± 4% 2,1 ± 4% 2,8 ± 4% 

FIGURE 82 DISTRIBUTION DE MASSE DU RETENTAT SUR 1KDA DE L'HYDROLYSAT DE FEUILLUS EXTRAIT A 170°C 

AVEC (SIGNAL JAUNE ET VERT) ET SANS (SIGNAL BLEU) CHARBON ACTIF 

log differential molar mass
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CONCLUSION SUR LES PARTIES IV.A. Traitement au charbon actif ET IV.B. Combinaison charbon 

actif et ultrafiltration 

La première partie est dédiée à la détoxification des hydrolysats bruts grâce à 

un traitement au charbon actif par agitation. Après des essais préliminaires sur les 

liqueurs de feuillus produites à 170°C en conditions critiques (20 g de charbon actif 

par litre d’hydrolysat), le charbon actif Norit 12x20 a été sélectionné pour poursuivre 

les expérimentations de ce chapitre. Les autohydrolysats de feuillus étant plus 

concentrés en lignine soluble et en produits de dégradation des sucres, ils ont 

logiquement été choisis pour tester quatre charbons actifs différents en termes 

d’origine, de surface spécifique et de taille des granulés. Le charbon actif Norit 12x20 

est composé de granulés mesurant 0,7 à 1 mm de diamètre et provient de lignite. 

C’est le charbon actif qui présente la plus grande capacité d’adsorption de la lignine 

soluble d’entre tous, et pourtant avec la plus petite surface spécifique.  

A une charge de 30 g de charbon actif par litre d’hydrolysat, plus de 90% de la 

lignine soluble est retirée dans toutes les liqueurs. Dans les liqueurs extraites à 170°C 

elle est retirée à hauteur de 95% (toutes essences confondues). Dans des conditions 

d’autohydrolyse plus douces, le traitement fonctionne beaucoup mieux dans la 

liqueur de feuillus (98% de retrait de la lignine) que dans celle de résineux avec 87% 

d’élimination de la lignine. Le traitement fonctionne mieux dans les hydrolysats de 

feuillus, car la capacité d’adsorption des granulés de charbon actif est plus que 

doublée. En revanche, la sélectivité envers la lignine est meilleure dans les 

hydrolysats de résineux. Ceci se traduit par l’adsorption d’oligosaccharides par le 

charbon actif en plus grande quantité dans les liqueurs de feuillus (30% à 170°C et 

67% à 150°C) et donc des ratio lignine/oligosaccharides et des puretés plus faibles 

en comparaison aux hydrolysats de résineux.  

L’application d’une charge plus haute (50 g/l) en charbon actif ne semble pas 

pertinente au vue des pertes engendrées en oligomères d’hémicelluloses et de la 

baisse de sélectivité envers la lignine en comparaison à une charge de 30g/l. De plus, 

le gain de pureté et l’élimination supplémentaire de lignine soluble sont trop faible 

vis-à-vis de la perte en oligosaccharides engendré par un tel traitement. Cependant, il 

est à noter que l’augmentation de la charge de 30 à 50 g/l de charbon actif permet 

d’éliminer 100% du HMF dans la liqueur de résineux extrait à 170°C (contre 92%) et 

98% du F dans la liqueur de feuillus produite dans les mêmes conditions (contre 

95%). Dans tous les autres hydrolysats, ces deux composés cibles car connus 

comme inhibiteurs biologiques sont éliminés en totalité à 30 g/l de charbon actif. 

L’association entre ultrafiltration sur 1kDa et adsorption des impuretés au 

charbon actif à une charge de 30 g/l est nécessaire pour atteindre 99% de pureté en 

oligosaccharides dans tous les échantillons (contre 65% en moyenne avec du 

charbon actif seul, du fait de la présence des acides organiques, de la lignine soluble 

et des monomères toujours présents). La lignine récalcitrante, c’est-à-dire non 

éliminée, représente moins de 1% de la masse totale de l’échantillon dans tous les 

cas. A l’exception de l’hydrolysat de résineux produit par hydrolyse douce, les pertes 

en oligosaccharides par rapport à l’hydrolysat de départ engendrées par l’association 

ultrafiltration – charbon actif s’élèvent à 75 % en masse en moyenne dans tous les 

échantillons (seulement 33% dans le SW150 1kDa 30). 
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Les masses molaires moyennes diminuent avec l’ajout de charbon actif dans les 

hydrolysats bruts produits dans des conditions sévères, à l’inverse des hydrolysats 

produits dans des conditions douces (Mw augmente). Il semble que la masse molaire 

des oligosaccharides adsorbés par les granulés de charbon actif soit supérieure à 

1000 Da. Dans les rétentats (1kDa) de feuillus traités avec du charbon actif et aussi 

de résineux (1kDa) produit à 150°C, la masse moléculaire moyenne augmente. Au 

contraire, l’ajout de charbon actif dans les rétentats (1, 3 et 5kDa) de résineux extraits 

dans des conditions sévères fait diminuer la masse moléculaire moyenne des 

échantillons. De manière générale, le mélange d’oligosaccharides retenu sur la 

membrane et non adsorbé par le charbon actif est dénaturé par rapport à celui 

contenu dans l’hydrolysat initial. Il est difficile de conclure quant à l’adsorption de 

complexes lignine hydrates de carbone du fait de leur grand volume 

hydrodynamique.  

Les liqueurs obtenues par autohydrolyse douce présentent une diversité 

moléculaire intéressante pour l’application prébiotique, néanmoins leur masse 

molaire moyenne après purification est très élevée pour ce type d’application. Les 

rétentats traités au charbon actif des liqueurs obtenues à 170°C présentent des 

masse molaires moyennes encore élevées mais près de deux fois plus faibles en 

comparaison. Il est clair que la purification par étapes ne permet pas d’obtenir des 

puretés en oligosaccharides satisfaisantes si l’on conserve le perméat sous la 

membrane et non le rétentat (dans le but d’avoir un mélange de plus bas degré de 

polymérisation), en raison des impuretés difficilement retirées. Etant donné ces 

observations, une courte étude a été entreprise pour évaluer l’intérêt d’une hydrolyse 

enzymatique afin de diminuer la masse moléculaire moyenne des rétentats purifiés.  
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IV.C. HYDROLYSE ENZYMATIQUE DES HYDROLYSATS DE BOIS 

Ce travail a été fait en collaboration avec, et grâce, à Jahan Golestani et 

Anabela Da Silva Santos au LGP2 à Grenoble. Jahan a étudié lors de sa thèse de 

doctorat l’hydrolyse enzymatique des hémicelluloses contenues dans la pâte à papier 

et Anabela a effectué un stage au laboratoire dans le thème du projet de thèse qui 

fait l’objet de ce mémoire. 

IV.C.1. HYDROLYSAT DE FEUILLUS 

Des essais préliminaires ont été réalisés sur l’hydrolysat de feuillus extrait à 

150°C car comme vu dans le Chapitre 1, il contient des oligosaccharides de plus haut 

degré de polymérisation et plus substitués de groupements acides que ceux extraits 

à des conditions d’autohydrolyse plus sévères. La diversité moléculaire peut-être un 

atout pour l’application prébiotique, en revanche les oligosaccharides de plus haut 

degré de polymérisation sont moins digestes pour les bactéries donc cet aspect 

constitue plutôt un facteur limitant. Quelques essais ont donc été entrepris pour 

comprendre dans quelle mesure une hydrolyse enzymatique permet de diminuer la 

masse molaire moyenne du mélange étudié.  

IV.C.1.a. CHROMATOGRAPHIE A PERMEATION DE GEL ET DETECTION 

REFRACTOMETRIQUE 

Dans cette partie, le rétentat sur 500 Da de l’hydrolysat de feuillus extrait à 

150°C (noté HW150 500 Da, considéré comme référence) a été traité durant 10 min, 

30 min, 1 h et 8 h avec deux solutions commerciales séparées, l’une composée 

d’endo-1,4-xylanase et l’autre d’endomannanase. Ce seuil de coupure a été choisi 

pour éliminer une majeure partie de la lignine (60%), la totalité des contaminants de 

types furfural, hydroxyméthylfurfural, petits acides organiques, qui jouent le rôle 

d’inhibiteurs biologiques, tout en conservant un maximum d’oligosaccharides en 

comparaison à l’hydrolysat de départ.  

CHROMATOGRAMME 22 SIGNAL DU REFRACTOMETRE EN FONCTION DU TEMPS OBTENU PAR CHROMATOGRAPHIE A 

PERMEATION DE GEL DE L’ECHANTILLON TRAITE AVEC DE LA MANNANASE PENDANT 10 MIN, 30 MIN ET 1 H, LA COURBE BLEUE 

EST LA REFERENCE 
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Sur 500 Da on a également éliminé 90% des monomères en solution, le but ici 

est bien de faire baisser le DP moyen des oligomères mais pas de créer des 

monomères. D’ailleurs tous les échantillons traités enzymatiquement ont été analysés 

par chromatographie à échanges d’anions, et il a bien été vérifié qu’il n’y a pas 

création de monosaccharides dans l’échantillon même au bout de 8h de réaction.  

On observe Chromatogramme 22 et Chromatogramme 23 que les signaux du 

réfractomètre correspondant à 10 min et 30 min de réaction sont quasiment 

confondus (signaux rose et vert) pour les deux enzymes. Il semble que ces temps de 

réaction très courts suffisent déjà à modifier le degré de polymérisation moyen de 

l’hydrolysat car on observe une baisse d’intensité du large pic autour de 30 min 

(courbe bleue qui est l’échantillon de référence : HW150 500 Da) et la création de 

plusieurs pics de plus faibles temps de rétention correspondant notamment aux DP 2 

et 3 avec la xylanase, le pic du monomère se situant à 41,2 min. 

 Il est intéressant de constater que l’hydrolyse des hauts DP par la mannanase 

engendre l’apparition de populations de tailles plutôt supérieures à un DP 3 

contrairement à l’effet de la xylanase. On voit également qu’à partir de 1h de réaction 

avec la mannanase le mélange semble beaucoup plus impacté qu’au bout de 8h de 

réaction avec la xylanase. Ces observations sur les chromatogrammes obtenus par 

réfractométrie se traduisent par des masses molaires moyennes plus faibles grâce à 

l’action de la mannanase en comparaison à la xylanase (voir Tableau 39). 

  

CHROMATOGRAMME 23 SIGNAL DU REFRACTOMETRE EN FONCTION DU TEMPS OBTENU PAR CHROMATOGRAPHIE A 

PERMEATION DE GEL DE L’ECHANTILLON TRAITE AVEC DE LA XYLANASE, LA COURBE BLEUE EST LA REFERENCE 
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IV.C.1.b. DISTRIBUTION DE MASSES MOLAIRES 

La masse molaire moyenne en poids et en nombre est diminuée avec les deux 

enzymes testées comme attendu et on remarque que l’hydrolyse semble plus 

efficace avec la mannanase qu’avec la xylanase au bout de 8h (cf Tableau 39). Ceci 

est illustré par un signal en LS beaucoup plus décalé vers de plus hauts temps de 

rétention (Chromatogramme 27 en Annexes). Il faut dire que les résultats de 

spectrométrie de masse obtenus par MALDI ToF MS donnés dans le Chapitre 1, 

montrent que les chaines de mannanes sont plus longues que celles de xylanes. En 

effet les pics du spectre de masse correspondant à cet échantillon (rétentat sur 500 

Da de l’hydrolysat de feuillus extrait à 150°C) de plus grand m/z correspondent à des 

structures de type HxAcy, donc de mannanes acétylés.  

TABLEAU 39 MASSES MOLECULAIRES MOYENNES DE L’HYDROLYSAT BRUT DE FEUILLUS EXTRAIT A 150°C (NOTE HW150), DE 

L’ECHANTILLON DE REFERENCE (NOTE HW150 500 DA) ET DE L’ECHANTILLON DE REFERENCE TRAITE PAR HYDROLYSE 

ENZYMATIQUE (NOTE REFERENCE + ENZYME TEMPS DE REACTION) 

 Mw (kDa) Mn (kDa) D (Mw/Mn) 

HW150  2,60 ± 4% 1,20 ± 2% 2,1 ± 2% 

Référence : HW150 500 Da 3,22 ± 5% 2,20 ± 7% 1,5 ± 1% 

Référence + Xylanase 10 min 2,73 ± 3% 2,32 ± 5% 1,18 ± 2% 

Référence + Xylanase 30 min 2,56 ± 4% 2,13 ± 5% 1,20 ± 2% 

Référence + Xylanase 1 h 2,50 ± 2% 2,07 ± 4% 1,23 ± 3% 

Référence + Xylanase 8 h 2,38 ± 2% 2,04 ± 2% 1,17 ± 6% 

Référence + Mannanase 10 min 2,83 ± 4% 1,99 ± 5% 1,42 ± 2% 

Référence + Mannanase 30 min 2,41 ± 4% 1,69 ± 5% 1,43 ± 1% 

Référence + Mannanase 1 h 2,26 ± 1% 1,59 ± 3% 1,42 ± 2% 

Référence + Mannanase 8 h 2,06 ± 3% 1,51 ± 6% 1,38 ± 5% 

 

Les distributions de masses molaires zoomées sont présentées Figure 83 et 

Figure 84. Elles montrent la répartition des Mw du rétentat du 500 Da de l’hydrolysat 

de feuillus extrait à 150°C (Ref en vert) respectivement traité avec la mannanase (10 

min, 30 min, 1h et 8h) puis avec la xylanase (10 min, 1h et 8h). On observe, dans les 

échantillons traités avec la mannanase (Figure 84), le décalage progressif de deux 

populations dont le sommet des pics se trouvent autour de 2500 et 4400 Da à 10 min 

et 1600 et 3100 Da à 8h de réaction. On remarque que plus le temps de réaction est 

long, plus ces deux populations sont confondues. Figure 83, ces deux populations se 

situent autour de 2500 et 3800 Da dans l’échantillon traité à la xylanase pendant 10 

min, pour se transformer en une seule population dont le sommet se trouve à 2600 

Da à 8h de réaction.   
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En conclusion, ces essais montrent que l’emploi d’une hydrolyse enzymatique 

réalisée à l’aide d’une endo-xylanase utilisée séparément d’une endo-mannanse est 

pertinente et permet de diminuer significativement la masse molaire moyenne de 

l’échantillon étudié. En effet, un temps de réaction très court (30 min), en 

comparaison à une hydrolyse conventionnelle dont la durée optimale se situe plutôt 

entre 24 et 48h, permet de diminuer suffisamment la masse molaire moyenne du 

mélange (référence) d’oligosaccharides contenus dans le rétentat sur 500 Da de 

l’hydrolysat de feuillus extrait à 150°C pour la ramener à hauteur de l’hydrolysat brut 

(2,6 kDa). La xylananse diminue la Mw des oligosaccharides du HW150 500 Da de 

26%, contre 36% pour la mannanase à 8h d’hydrolyse. On imagine qu’à des durées 

plus élevés mais également avec une synergie d’enzymes (emploi simultané) 

l’hydrolyse sera d’autant plus efficace. De plus, il s’agit d’un rétentat qui n’a pas été 

traité au charbon actif et qui contient encore de la lignine considérée comme 

inhibiteur. Dans les échantillons purs à 99% en oligosaccharides comme présentés 

dans les parties précédentes, il est clair que l’hydrolyse enzymatique est une option 

viable pour la diminution du degré de polymérisation moyen des oligosaccharides. 
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FIGURE 83 DISTRIBUTION DE MASSE MOLAIRE ZOOMEE DE 1000 A 7000 G/MOL DE L'ECHANTILLON DE REFERENCE 

ET TRAITE AVEC DE LA XYLANASE  

FIGURE 84 DISTRIBUTION DE MASSE MOLAIRE ZOOMEE DE 1000 A 5000 G/MOL DE L'ECHANTILLON DE REFERENCE 

TRAITE AVEC DE LA MANNANASE  
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CONCLUSIONS CHAPITRE IV 

La détoxification des hydrolysats de bois par adsorption au charbon actif, 

permet d’éliminer plus de 95% de la lignine soluble initialement présente à partir de 

50 g par litre d’hydrolysat pour toutes les essences et toutes les températures 

d’extraction. Ce traitement permet de plus d’éliminer 100% du furfural et de 

l’hydroxyméthylfurfural dans les hydrolysats de feuillus extrait à 150°C (98% à 170°C) 

et de résineux extrait à 170°C. De manière générale, la capacité d’adsorption de la 

lignine soluble par le charbon actif est plus que doublée dans les hydrolysats de 

feuillus. Ceci engendre donc de très grosses pertes en oligosaccharides (beaucoup 

plus impactés que les monosaccharides de manière générale), rendant donc ce 

traitement moins sélectif en comparaison aux hydrolysats de résineux. Ceci pourrait 

également être dû à la présence en plus grande quantité, de complexes lignine 

hydrates de carbone dans les hydrolysats de feuillus. De manière générale, de plus 

hauts seuils de pureté sont donc obtenus dans les hydrolysats de résineux. 

L’association des deux techniques de purification principales utilisées dans ce projet : 

ultrafiltration (sur 1kDa ici) et charbon actif, constitue un moyen efficace pour 

éliminer plus de 99% de la lignine dans tous les types d’échantillons étudiés ainsi que 

100% des produits de dégradation et des monomères, et donc obtenir des puretés 

en oligosaccharides autour de 99% (contre en moyenne 65% avec le charbon actif 

seul).  

On a vu qu’à l’aide d’une hydrolyse enzymatique de 8h, l’ajout de xylanase et de 

mannanase (séparément) dans un échantillon contenant des oligosaccharides 

solubles issus de bois feuillus, permet respectivement de diminuer la masse 

moléculaire moyenne (Mw pondérée en poids) de 3,22 (initialement) à 2,38 kDa et 

2,06 kDa. Comme présenté dans la deuxième partie de ce chapitre, l’ajout de 

charbon actif dans les rétentats de résineux diminue également la masse molaire 

moyenne des hydrolysats extraits à 170°C mais augmente celle de ceux extraits à 

150°C, déjà bien plus élevée.  En revanche, il serait intéressant de tester l’hydrolyse 

enzymatique afin de diminuer le DP moyen des rétentats de feuillus traités au 

charbon actif car ils voient leur masse molaire moyenne augmenter avec l’ajout de 

charbon actif quelle que soit la température d’extraction. La combinaison charbon 

actif, ultrafiltration et hydrolyse enzymatique, permettrait d’obtenir des mélanges 

d’oligosaccharides complètement dépourvus de lignine soluble (moins de 1%), de 

produits de dégradation et de monomères et dont la masse molaire moyenne se 

rapprocherait au mieux d’un mélange de fructo-oligosaccharides reconnu comme 

prébiotique. 
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ANNEXES CHAPITRE IV 
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CHROMATOGRAMME 25 SIGNAL UV (POINTILLES) ET RI (VERT EN TIRETS) DU RETENTAT SUR 1KDA DE 

L'HYDROLYSAT DE FEUILLUS EXTRAIT A 150°C 

CHROMATOGRAMME 24 SIGNAL UV (POINTILLES) ET RI (TIRETS) DU RETENTAT SUR 1KDA DE L'HYDROLYSAT DE 

FEUILLUS EXTRAIT A 150°C ET TRAITE A 50G/L DE CHARBON ACTIF 
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CHROMATOGRAMME 28 SIGNAL UV (POINTILLES) ET RI (TIRETS) DU RETENTAT SUR 1KDA DE 

L'HYDROLYSAT DE FEUILLUS EXTRAIT A 170°C ET TRAITE A 50G/L DE CHARBON ACTIF 

CHROMATOGRAMME 26 SIGNAL UV (POINTILLES) ET RI (BLEU EN TIRETS) DU RETENTAT SUR 1KDA 

DE L'HYDROLYSAT DE FEUILLUS EXTRAIT A 170°C 

CHROMATOGRAMME 27 SIGNAL LS DU RETENTAT SUR 500 DA DE L'HYDROLYSAT DE FEUILLUS EXTRAIT A 

150°C ET TRAITE AVEC DE LA MANNANASE PENDANT 8H (BLEU), DE LA XYLANASE PENDANT 10MIN 

(VERT), 1H (JAUNE) ET 8H (VIOLET) 
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CHAPITRE V 

PURIFICATION ET FRACTIONNEMENT DES 

HYDROLYSATS PRETRAITES PAR CHROMATOGRAPHIE 

LIQUIDE D’EXCLUSION STERIQUE 

l a été montré dans les deux premiers chapitres comment purifier en partie 

les hydrolysats de bois produits à différentes conditions. Plusieurs étapes de 

purification (ultrafiltration et charbon actif) ont permis d’éliminer une grande 

partie de la lignine résiduelle, des produits de dégradation et parfois des 

monosaccharides. La lignine résiduelle (complexes lignine hydrates de carbone) non 

éliminée par les traitements au charbon actif et d’ultrafiltration, les sels, et les 

monomères présents dans les échantillons obtenus grâce aux deux précédents 

chapitres sont considérés comme des impuretés au même titre que les produits de 

dégradation des sucres. D’autre part, ces prétraitements ont permis d’obtenir des 

fractions d’hydrolysat homogénéisées en taille ou nature d’oligosaccharides, plus 

faciles à analyser que l’hydrolysat de départ. Ces échantillons d’oligosaccharides 

purifiés ainsi obtenus font donc l’objet d’une purification supplémentaire et 

caractérisation plus fine grâce à l’utilisation de la chromatographie liquide d’exclusion 

stérique et de la spectrométrie de masse.  

La chromatographie d’exclusion stérique a été choisie pour sa capacité à 

fractionner des oligosaccharides contenus dans des mélanges en fonction de la 

masse molaire ou la taille des oligosaccharides et à les séparer des impuretés encore 

présentes. Cette technique est effectivement assez connue pour les hydrolysats de 

bois (Stefan Willför et al. 2008). Le principal défi de cette partie expérimentale réside 

dans la séparation de fractions de biomolécules d’intérêt (notamment pour 

l’application prébiotique) comprises entre un DP 2 et 10 et l’isolation de certains DP.  

Nous souhaitons comprendre dans quelle mesure le prétraitement des 

hydrolysats (charbon actif et ultrafiltration) facilite leur fractionnement par 

chromatographie liquide. Les hydrolysats ultrafiltrés sont distingués en deux 

catégories, avec pour chacune un gel adapté. Il s’agit des hydrates de carbone dit de 

hautes masses moléculaires contenus dans les rétentats (notés R) et de faibles 

masses dans les perméats (notés P). Dans les perméats se trouvent la majorité des 

contaminants alors que les rétentats en sont dépourvus. Les deux premières partie 

de ce chapitre traitent de la purification des perméats et la troisième partie des 

rétentats. Les fractions collectées en sortie de colonne sont caractérisées 

essentiellement par spectrométrie de masse : MALDI-ToF MS pour les plus hautes 

masses et ESI (Electron Spray Ionization Mass Spectrometry) pour les petites 

masses.   
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D’autre part, nous souhaitons déterminer une ou des configurations privilégiées 

pour le fractionnement des oligosaccharides dans les liqueurs de bois en fonction de 

leur volume hydrodynamique et de leur nature. De manière générale, les principaux 

paramètres qui influencent la séparation par chromatographie à filtration de gel 

étudiés dans ce chapitre sont les suivants : 

→ La force ionique de l’éluant et la température d’élution 

→ La longueur et le nombre de colonnes  

→ Le type de gel (structure et fonctionnalisation) 

→ Le domaine de fractionnement des gels 

Par la suite, la stratégie de séparation est organisée en trois parties, définies par 

trois gels (de noms commerciaux Bio-Gel, HW et Superdex) distincts par leur 

structure et leur domaine de fractionnement. Au sein de chaque partie, l’influence 

des paramètres cités ci-dessus est étudiée. Bien que l’application prébiotique cible 

préférentiellement des oligosaccharides de faible DP, aucune partie de l’hydrolysat 

n’est laissée de côté. Ainsi, les perméats sont séparés avec des gels de petits 

domaines de fractionnement (Bio-Gel et HW), et les rétentats avec des gels de hauts 

domaines de fractionnement (Superdex).  
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V.A. COLONNES BIO-GEL P2 ET P4 (BIORAD) 

Les Bio-Gel P désignent des gels de polyacrylamide microporeux et dépourvus 

de charges résiduelles obtenus par copolymérisation. Ces gels hautement 

hydrophiles sont flexibles et ne peuvent donc supporter plus d’un bar de pression. Le 

choix d’utiliser les Bio-Gel P2 et P4 est justifié par leur emploi assez connu pour la 

séparation des oligosaccharides de faible degré de polymérisation (Capek et al. 

2000). Ces deux domaines de fractionnement permettent de purifier respectivement 

des masses molaires dans les plages suivantes [100 ;1,800] et [800 ;4000] Daltons. 

Dans cette section, seuls les hydrolysats extraits à 170°C sont étudiés car ils 

contiennent des oligomères de chaines plus courtes que ceux extraits à 150°C, 

comme expliqué dans le Chapitre 1. 

V.A.1. OLIGOSACCHARIDES EXTRAITS PAR AUTOHYDROLYSE DE BOIS RESINEUX 

Le premier système étudié nommé « système a » est composé de deux 

colonnes semi-préparatives placées en série et remplies de Bio-Gel P-2, dans lequel 

les analytes sont élués en eau à 25°C à un débit de 0,5 ml.min-1.  Le 

Chromatogramme 29 représente le signal du réfractomètre en mV en fonction du 

temps. La ligne verticale rouge en pointillés est placée sur le pic correspondant au 

temps de rétention du monomère de glucose injecté (considéré comme standard). 

Ce gel ne fait pas la distinction entre un monomère en C5 et en C6, ou encore un 

acide hexuronique seul, étant donné que leur masse molaire respectives sont 

proches. On observe que le pic des monomères est plus intense chez les résineux 

(1) que chez les feuillus (2), ce qui est cohérent avec la quantification par HPAEC des 

monomères (présentée Chapitre 1) dont la masse représente respectivement 30% et 

16% des hydrates de carbone dans les hydrolysats de résineux et de feuillus. On 

remarque par ailleurs sur le Chromatogramme 29, qu’une grande partie des 

oligosaccharides contenus dans l’échantillon de feuillus et de résineux est eluée au 

volume mort du système (correspondant au temps de rétention du dextran à 200 

min), sous la forme d’un pic intense et mal résolu. Le standard dextran injecté à une 

masse molaire de 6000 Daltons, quant aux maltodextrines, il s’agit d’un mélange 

comprenant du DP 2 au DP 10. On observe aussi sur les Chromatogramme 29 (1) et 

(2) un deuxième pic correspondant également à des hautes masses molaires élué 

plus tard. 

 Au regard de ces premiers résultats, il a été décidé d’injecter le perméat (P1) 

issu de l’ultrafiltration sur une membrane de 1000 Da de l’hydrolysat de résineux 

traité avec 50 g.l-1 de charbon actif (nommé P1-50, dont la composition osidique 

obtenue par GC FID est présentée Tableau 40), sur le système a. Le charbon actif 

retire totalement le furfural et le 5-hydroxymethylfurfural, et 95% de la lignine acide 

soluble initiale. Bien qu’il n’adsorbe pas en totalité les petits acides organiques, on 

constate donc une augmentation de 54 à 77% de pureté entre le perméat brut et 

traité (Tableau 40). C’est également dans le perméat que se trouvent les plus petits 

oligomères de l’hydrolysat (les plus hautes masses détectées se situent autour de 

2000 Da).  
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C’est pourquoi on observe sur le Chromatogramme 30 (1), que la proportion 

d’oligosaccharides de haute masse décroît alors que le pic des monomères est plus 

intense en comparaison à l’hydrolysat brut, Chromatogramme 29 (1). On observe 

également que l’épaulement de très faible intensité situé à droite du pic des 

monomères, correspondant aux produits de dégradation, est largement atténué. 

Cependant, les pics liés aux dimères et trimères sont plus larges et moins bien 

résolus. On constate donc que la séparation n’est pas améliorée.  

  

CHROMATOGRAMME 29 SIGNAL REFRACTOMETRIQUE OBTENU APRES SEPARATION DE L’HYDROLYSAT DE RESINEUX 

EXTRAIT A 170°C (1) DE CELUI DE FEUILLUS EXTRAIT A 170°C (2), DE STANDARDS COMPOSES DE DEXTRAN, 

MALTODEXTRINE ET GLUCOSE (3) SUR LE SYSTEME A 
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TABLEAU 40 POURCENTAGE MASSIQUE DES DIFFERENTS MONOSACCHARIDES ET PURETE DE P1, P1-50 ET P3R1-50 (ENTRE 1 ET 

3KDA ET TRAITE AVEC 50 G.L-1 DE CHARBON ACTIF) DE L’HYDROLYSAT DE RESINEUX EXTRAIT A 170°C 

  Ara Gal Glu Xyl Man Me GlcA Pureté 

Perméat 1 kDa 
6,0 

± 5,2% 

8,3 

± 3,9% 

6,7 

± 4,8% 

14,0 

± 6,1% 

19,0 

± 6,2% 

0,4 

± 1,7% 

54,4 

± 1,5% 

Perméat 1 kDa 

50 g.l-1 

8,3 

± 1,7% 

11,3 

± 0,2% 

9,5 

± 1,1% 

19,4 

± 0,5% 

28,1 

± 5,4% 
0,0 

76,7 

± 1,9% 

Perméat 3 kDa 

Rétentat 1 kDa 

50 g.l-1 

0,0 
7,3 

± 0,6% 

16,1 

± 1,1% 

0,7 

± 4,4% 

59,5 

± 1,0% 
0,0 

83,7 

± 0,4% 

On cherche à isoler les galactoglucomannanes et les arabinoxylanes contenus 

dans le perméat P1-50. L’objectif principal est donc de séparer les monomères et les 

impuretés de faible masse molaire, du reste du perméat traité au charbon actif. Il a 

été décidé de tester plusieurs configurations, différentes du système a. 

Le système b est similaire au système a en termes de colonnes 

chromatographiques. Le principal changement est la température d’élution 

augmentée à 50°C. Selon le fabricant, l’augmentation de la température peut dans 

certains cas améliorer la résolution du chromatogramme. Sur le Chromatogramme 

30 (2), on observe les DP 2, 3, 4 et 5 apparaître sous forme d’épaulements. La 

température impacte aussi le gonflement des billes de gel, et fait donc augmenter la 

pression dans la colonne. Par conséquent, il a été décidé de baisser le débit à 0,3 

ml.min-1 afin de maintenir la pression recommandée pour ce type de gel : Cette 

configuration correspond au système d, représenté sur le Chromatogramme 30 (4). 

On observe donc des temps d’élution plus longs en raison d’un débit plus faible (4) 

par rapport au (2).  

La nature de la phase mobile impacte également la séparation. C’est pourquoi 

le système c, basé sur le système a, a été créé en remplaçant l’eau comme éluant, 

par du bicarbonate d’ammonium à 0,1M. Le chromatogramme correspondant (élution 

de P1-50 sur le système c) est présenté Chromatogramme 30 (3). L’épaulement de 

gauche correspondant aux plus hauts DP paraît plus étalé dans le temps. De plus on 

remarque en comparaison au (1), l’émergence d’un pic très intense à gauche des 

monomères (correspondant aux DP2 et DP3).   
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CHROMATOGRAMME 30 SIGNAL REFRACTOMETRIQUE OBENU APRES SEPARATION DE P1-50 AVEC LE 

SYSTEME A (1), SYSTEME B (2), SYSTEME C (3), SYSTEME D (4), SYSTEME E (5) 
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La dernière configuration étudiée, présentée Chromatogramme 30 (5), est 

constituée de deux colonnes SEC placées en série. La première contient du Bio-Gel 

P-4 et la seconde du Bio-Gel P-2 (système e). L’élution se fait en eau à 50°C et à un 

débit de 0,3 ml.min-1. Le principal objectif est d’obtenir une meilleure séparation des 

oligosaccharides de haute masse, avec le remplacement d’une colonne en BioGel P2 

par une colonne en BioGel P4 en comparaison au système d. On constate bien une 

élution plus longue de l’analyte (400 min), mais pas de séparation permettant la 

purification de certains DP. On observe un retour à la ligne de base entre le pic des 

monomères et le reste des hydrates de carbone en solution. Ce résultat est très 

satisfaisant car il permet de purifier un mélange d’oligomères d’hémicelluloses de 

faibles masses molaires (jusqu’à un DP 15, avec un DP moyen de 6). 

L’association de l’ultrafiltration, du charbon actif et de la purification par 

chromatographie liquide sur le système e permet donc d’isoler un mélange 

quasiment dépourvu de contaminants : 5% de lignine soluble, et sans produits de 

dégradation ni monomères si l’on fractionne entre 350 et 720 min. Ce mélange 

composé à 36% d’arabinoxylanes et 64% de galactoglucomannanes a des propriétés 

proches de celles d’un mélange Orafti®P95 de fructo-oligosaccharides par exemple 

et c’est ce qui le rend intéressant pour l’application visée. 

CHROMATOGRAMME 31 SIGNAL REFRACTOMETRIQUE OBTENU APRES SEPARATION DE 

P1-50 (1) ET P3R1-50 (2) SUR UNE COLONNE BIO-GEL P4 PREPARATIVE DE 5CM DE 

DIAMETRE INTERNE ET 1M DE LONG, ELUTION EN EAU A 50°C ET A UN DEBIT DE 2 ML.MIN-1 
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Afin d’étudier la séparation en fonction de la charge des molécules, en plus de 

la séparation par taille et ce sur des plus grosses quantités, (Reis et al. 2003) un 

système composé d’une colonne à plus large diamètre interne remplie de Bio-Gel P-

4 a été utilisée. En effet, le diamètre étudié ici fait 5 cm, contre 1,5 cm pour les 

colonnes utilisées précédemment (Chromatogramme 29 et Chromatogramme 30), en 

revanche la longueur de colonne est identique et vaut 1 mètre. Il a donc été décidé 

d’injecter 800 mg de P1-50 sur cette colonne avec une élution en eau à 25°C, dont la 

séparation est représentée Chromatogramme 31 (1). On observe un large pic au 

volume mort (temps de rétention à 100 min), élué bien en amont et bien séparé d’un 

massif d’oligosaccharides (début à 490 min). Ce massif inclue le pic des monomères 

qui ne sont pas du tout séparés des oligomères ici.  

Le Bio-Gel P-4 permet de séparer des oligosaccharides dont la masse molaire 

se situe préférentiellement au-dessus de 800 Da. Il a donc été décidé d’injecter le 

rétentat sur 1kDa, lui-même ensuite ultrafiltré sur 3kDa (on conserve le perméat de 

cette dernière filtration), de l’hydrolysat de résineux extrait à 170°C et traité à 50 g.l-1 

noté P3R1-50, dont la composition est donnée Tableau 40. On constate sur le 

Chromatogramme 31 (2) qui correspond à l’élution de l’échantillon P3R1-50, que les 

plus faibles DP sont éliminés, avec un pic très faible au temps de rétention des 

monomères en comparaison au (1). On remarque égalementun pic d’oligomères de 

haute masse molaire au volume mort, plus intense et beaucoup moins large qu’en 

(1). Après collecte, on observe que la lignine soluble résiduelle de ces deux 

échantillons, se trouve sous le pic élué au volume mort. 

Pour conclure cette partie, si l’on souhaite obtenir un mélange 

d’oligosaccharides d’hémicelluloses de bois résineux dépourvus d’impuretés et de 

faibles masses molaires, avec des propriétés semblables à un mélange de fructo-

oligosaccharides reconnu comme prébiotique, plusieurs étapes sont nécessaires : 

 Extraction par autohydrolyse à 170°C avec un ratio liqueur sur bois de 4 ; 

 Traitement avec 50 g.l-1 de charbon actif Norit 12x20 mesh ; 

 Filtration sur 1kDa afin d’éliminer les produits de dégradation des sucres et 

les monomères non adsorbés par le charbon actif en conservant donc le 

rétentat ; 

 Une deuxième filtration sur 3kDa en conservant cette fois-ci le perméat afin 

d’éliminer une partie des complexes lignine hydrates de carbone volumineux 

et les oligosaccharides de hautes masses molaires ou de hauts DP ; 

 Injecter l’échantillon sur une colonne SEC (1 m de long, 5 cm de diamètre 

interne) remplie de Bio-Gel P-4 en eau à 25°C afin de retirer la fraction 

correspondant à la lignine résiduelle non adsorbée par le charbon actif (5% 

en masse). Cette lignine est certainement liée à des complexes qui lui 

confère un volume hydrodynamique plus gros que les oligosaccharides en 

mélange et permet donc sa séparation par chromatographie liquide. 

Si l’on souhaite conserver les oligomères de plus petite taille, situés en dessous 

de 1kDa (P1-50), alors il faudra ajouter une étape qui consiste à éluer l’échantillon en 

eau à 50°C et à un débit de 0,3 ml.min-1 sur deux colonnes SEC (1 m de long, 1,5 cm 

de diamètre interne) placées en série, la première remplie avec du Bio-Gel P-4 et la 

seconde avec du Bio-Gel P-2 (système e), afin de retirer les monomères et les 

produits de dégradation des sucres. 
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V.A.2. OLIGOSACCHARIDES EXTRAITS PAR HYDROLYSE ENZYMATIQUE D’UNE 

PATE KRAFT DE FEUILLUS  

Dans cette sous-partie, la matière première source d’oligosaccharides 

d’hémicellulose change. On étudie des oligomères solubles, extraits par hydrolyse 

enzymatique d’une pâte kraft blanchie de bois feuillus. Une suspension à 10% (g de 

pâte sèche par g d’eau), tamponnée à pH 6 et placée à 75°C (conditions optimales 

de fonctionnement de l’enzyme étudiée : 1,4-endo-xylanase) a été traitée durant 8 

heures. La partie liquide dans laquelle les oligomères d’hémicelluloses provenant de 

la pâte ont été solubilisés, est récupérée grâce à une simple filtration. Ici nous 

n’étudions donc pas directement la pâte à papier. Les traitements enzymatiques ont 

été réalisés par Jahan Golestani, doctorante avec laquelle ce travail a été réalisé en 

collaboration.  

L’objectif ici est le même que précédemment, c’est-à-dire que l’on souhaite 

fractionner les oligomères de faible DP en fonction de leur taille et les séparer des 

impuretés et sels présents en solution. Des tests préliminaires ont permis de mettre 

en évidence que le système b est le plus adapté pour une bonne séparation de ce 

type d’échantillon. C’est pourquoi après microfiltration et lyophilisation, cet 

échantillon a été injecté sur le système b, présenté dans la section précédente et 

composé de deux colonnes SEC Bio-Gel P-2 en série (L=1m, Ø=1,5cm), éluées en 

eau à 0,3 ml.min-1.   

CHROMATOGRAMME 32 SIGNAL REFRACTOMETRIQUE OBTENU APRES SEPARATION DE L'ECHANTILLON TRAITE AVEC DE LA 

XYLANASE DURANT 8 H SUR DEUX COLONNES SEC BIO-GEL P-2 PLACEES EN SERIE, ELUTION EN EAU A 50°C ET A UN DEBIT 

DE 0,3 ML.MIN-1 
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On observe sur le Chromatogramme 32, une belle séparation de l’échantillon 

injecté avec trois pics majeurs (notés F1, F2 et F3) et deux pics résiduels non 

référencés sur le chromatogramme. Le pic correspondant à la première fraction 

(éluée en premier à 250 min), est constitué de l’enzyme désactivée, de sa solution 

commerciale couleur orangée, et principalement d’oligomères de xylanes chargés 

d’acides 4-O-méthylglucuronique, comme présenté sur le Spectre 6, obtenu par 

MALDI-TOF MS en mode réflectron positif de la fraction F1. On observe que le pic le 

plus intense de cette fraction est un xylane de DP4 avec un groupe acide 

méthylglucuronique (noté X4-4-O-MeGlcA) suivi de son homologue en DP5. 

On observe un massif en amont du pic en m/z 627, dont on peut observer le 

détail zoomé sur le Spectre 8. On constate alors que cette fraction contient des 

oligosaccharides de natures très diverses, notamment des oligomères provenant 

probablement d’arabinogalactanes ou de xyloglucanes (notés XnHxOAc) ou encore 

de mannanes acétylés (notés HxOAc). Certaines masses (m/z en 509, 525, 539, 555, 

569 et 585) peuvent également correspondre à des trimères de 

rhamogalacturonanes et d’homogalacturonanes non acétylés (notés GalAmRhap). 

  

SPECTRE 6 OBTENU PAR MALDI TOF MS EN MODE REFLECTRON POSITIF DE LA FRACTION F1 
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Un dernier zoom de la fraction F1 a été réalisé par MALDI-TOF MS en mode 

linéaire positif entre 1300 et 1700 m/z, présenté sur le Spectre 7. On observe alors 

que les plus hautes masses correspondent à des xylanes neutres et chargés d’acides 

hexuroniques. A moins donc d’avoir recours à une ultrafiltration sur un seuil de 

coupure assez haut (3000 Da) et d’en conserver le perméat, la séparation de ce type 

d’oligomères de l’enzyme désactivée et de la solution commerciale n’est pas rendue 

possible avec l’injection sur colonnes SEC Bio-Gel et élution en eau. Il serait 

intéressant de tester une élution en bicarbonate d’ammonium. 

SPECTRE 7 OBTENU PAR MALDI TOF MS EN MODE LINEAIRE POSITIF DE LA FRACTION F1, ZOOME ENTRE 1300 ET 1700 M/Z 

SPECTRE 8 ZOOM OBTENU PAR MALDI TOF MS EN MODE REFLECTRON POSITIF DE LA FRACTION F1 
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Les Spectre 9 et Spectre 10 obtenus par MALDI-TOF MS en mode linéaire 

positif présentent respectivement les spectres de masse des fractions F2 et F3. Le 

pic le plus intense du Chromatogramme 32 (F3), et qui représente donc la fraction 

massique majoritaire de l’échantillon, correspond à un oligomère de xylane composé 

de deux unités monomères (cf. Spectre 10, m/z = 303). On observe également des 

massifs de plus faible intensité qui correspondent tous, sauf le pic en m/z = 436,9 qui 

est un trimère de xylose, à des pics de matrice. La matrice a été analysée avec un 

échantillon à blanc et tous les pics répertoriés ont ainsi été soustraits aux pics de 

chaque échantillon. 

La fraction F2 est composée essentiellement d’un trimère de xylose (pic le plus 

intense à 436 m/z). On observe également deux pics résiduels en m/z 569 et 701 

correspondant respectivement aux DP 4 et 5 de xylane (cf. Spectre 9).  Il est 

intéressant de constater que ce système chromatographique est donc 

particulièrement adapté au fractionnement des oligomères neutres de faible DP. 

  

SPECTRE 10 OBTENU PAR MALDI TOF MS EN MODE LINEAIRE 

POSITIF DE LA FRACTION F3 
SPECTRE 9 OBTENU PAR MALDI TOF MS EN MODE 

LINEAIRE POSITIF DE LA FRACTION F2 
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CONCLUSION SUR LA PARTIE V.A. Colonnes Bio-Gel P2 et P4 (Biorad) 

Dans l’ensemble, les systèmes SEC en Bio-Gel P-2 et P-4 utilisés dans cette 

partie, sont limités pour le fractionnement d’oligomères issus de mélanges très 

polydispersés et provenant d’autohydrolysats prétraités par ultrafiltration et charbon 

actif. En effet, ces systèmes permettent de séparer certains oligosaccharides 

d’intérêt de faible DP, or les perméats étudiés contiennent des oligosaccharides de 

DP supérieur à 10. Par ailleurs, il est possible d’isoler des impuretés telles que la 

lignine soluble résiduelle attachée à des oligosaccharides (éluée au volume mort et 

bien séparée avec une colonne préparative) et des produits de dégradation et 

monosaccharides (élués en dernier avec deux colonnes semi-préparatives). L’emploi 

de colonnes SEC Bio-Gel P-6 voire avec des domaines de fractionnement supérieurs 

est à explorer pour le fractionnement des perméats issu d’hydrolysats de feuillus 

comme de résineux. Il serait également pertinent d’utiliser des colonnes plus longues 

ou bien des systèmes composés de trois colonnes au lieu de deux.   

D’autre part, les mélanges d’oligomères d’hémicelluloses provenant de pâte à 

papier extraits par hydrolyse enzymatique, et en particulier de bois feuillus, le 

système b composé de deux colonnes Bio-Gel P-2 semble cette fois-ci adéquat pour 

à la fois une purification de certains DP et l’élimination des contaminants. Il est à 

noter qu’une élution de ce même échantillon en carbonate d’ammonium 0.1 M, sur 

trois colonnes Hi Load Superdex S30 à température ambiante, permet également la 

purification des DP2, 3, 4, 5 et 6 (visible Chromatogramme 44). 
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V.B. COLONNES SEC HW-40S (TOYOPEARL) 

Le choix du gel HW-40S produit par Toyopearl réside principalement dans ses 

propriétés hydrophobes et semi-rigides, qui contrairement à un Bio-Gel P, supporte 

mieux la pression. En effet il s’agit d’une résine polyméthacrylique hautement 

fonctionnalisée en groupes hydroxyle, ce qui lui confère un caractère permettant des 

interactions polaires. Son utilisation a été brevetée pour la purification d’arabinoxylo-

oligosaccharides (Shiiba et Hara 1998) et donc semble particulièrement adapté à 

cette étude. Ce gel permet de séparer des molécules dont la masse molaire est 

préférentiellement comprise entre 100 et 7000 Da (10kDa pour les protéines), donc 

convient bien à l’étude des hydrolysats de bois feuillus comme résineux. 

V.B.1. INFLUENCE DE L’ELUANT ET DU DIAMETRE DE COLONNE 

Au vu du domaine de fractionnement de ce gel, il a été décidé de tester trois 

seuils de coupure différents sur l’hydrolysat extrait à 170°C : 1, 3 et 10kDa en 

conservant le perméat des filtrations. La composition osidique de ces échantillons, 

exprimée en pourcentage massique, est présentée Tableau 41. Tous ces perméats 

ont été traités à 50g/l de charbon actif. 

Une première injection du perméat sous 1kDa a été réalisée sur une colonne 

SEC HW-40S (L=1m, Ø=1,5cm), avec une élution en eau à température ambiante (cf. 

Chromatogramme 33). On observe le pic des monomères très intense (le plus à 

droite) et une séparation non optimale des oligosaccharides. L’épaulement à gauche 

du chromatogramme est constitué de la lignine résiduelle de l’échantillon, avec un 

plus gros volume hydrodynamique que le reste des oligomères en solution. 

TABLEAU 41 POURCENTAGE MASSIQUE DES DIFFERENTS SUCRES ET PURETE DE P1-50, P3-50 ET P10-50 (PERMEATS DE 1, 3 ET 

10KDA ET TRAITE AVEC 50G.L-1 DE CHARBON ACTIF) DE L’HYDROLYSAT DE RESINEUX EXTRAIT A 170°C 

  Arabinose Galactose Glucose Xylose Mannose Pureté 

P10-50 6,6 ± 7,0% 10,5 ± 2,4% 10,8 ± 6,8% 15,2 ± 8,5% 37,1 ± 7,5% 80,1 ± 2,5% 

P3-50 6,3 ± 1,6% 9,4 ± 1,5% 9,0 ± 3,0% 13,0 ± 10,7% 35,7 ± 2,1% 74,5 ± 1,5% 

P1-50 8,3 ± 1,7% 11,3 ± 0,2% 9,5 ± 1,1% 19,4 ± 0,5% 28,1 ± 5,4% 76,7 ± 1,9% 
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Il a été décidé d’utiliser une colonne de plus grand diamètre (5 cm) (cf. 

Chromatogramme 34), pour la séparation des échantillons P1-50 (2) et P3-50 (1), en 

utilisant deux éluants différents, l’eau et le carbonate d’ammonium 0.1M. On observe 

tout d’abord une meilleure séparation des hautes et des petites masses molaires lors 

de l’élution en carbonate d’ammonium (notamment concernant l’échantillon P3). On 

remarque que dans la séparation en eau de l’échantillon P3-50, les monomères et les 

impuretés coéluent pour former un pic large en fin de chromatogramme. Les 

molécules de hautes masses molaires forment également un amas bien moins séparé 

que lors de l’élution en carbonate d’ammonium. Le chromatogramme de l’échantillon 

P10-50, montre un plus gros épaulement au volume mort de la colonne du fait de sa 

plus forte concentration en oligosaccharides de plus haut DP. L’utilisation de cette 

colonne SEC HW-40 S de plus gros diamètre, a permis d’améliorer la séparation des 

oligomères, en particulier pour l’échantillon P1-50 si l’on compare au 

Chromatogramme 33. 

Enfin, un pic à 320 min avec un épaulement est élué au volume mort lors de la 

séparation de l’échantillon P1-50 en eau. Il apparaît sur le Chromatogramme 35 (2). 

De la même manière que sur le Chromatogramme 33, ce pic concentre la lignine 

soluble de l’échantillon. L’élimination de la lignine n’est donc rendue possible que 

pour des perméats sous 1 kDa, et en éluant en eau. En effet, ce pic n’est pas observé 

sur le Chromatogramme 34 (1) de gauche ni sur le Chromatogramme 35 (1), qui 

correspondent respectivement à la séparation des échantillons P3-50 en eau et P1-

50 en carbonate d’ammonium à 0,1 M . C’est pourquoi la purification a été effectuée 

en eau, afin de retirer les impuretés type produits de dégradation avec les 

monomères et la lignine résiduelle. 

CHROMATOGRAMME 33 SIGNAL REFRACTOMETRIQUE OBTENU APRES SEPARATION DE P1-50 SUR 

UNE COLONNE SEC HW40S (L=1M, Ø=1,5CM), ELUTION EN EAU A 25°C 
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V.B.2. FRACTIONNEMENT DU PERMEAT DES RESINEUX 

Le Chromatogramme 35 présente les signaux réfractométriques obtenus après 

séparation de l’échantillon P1-50 sur colonne SEC HW40 (L=1 m, Ø=5 cm), avec 

élution en carbonate d’ammonium 0,1M (1) et en eau (2). On constate une meilleure 

séparation des impuretés (supposées être éluées en F2) et des monosaccharides 

(pic à 600 min), lors de l’élution en carbonate d’ammonium (1) que lors de l’élution 

en eau (2). Or on souhaite retirer à la fois les monomères et les impuretés du reste 

de l’hydrolysat. On constate que le Chromatogramme 35 (2) montre une meilleure 

séparation entre le pic du glucose et le pic se situant à sa gauche (entre le 

monomère et le dimère). Les fractions F1 (vert) et F2 (jaune) ont donc été collectées 

après séparation sur colonne SEC HW40S et élution en eau, afin de purifier 

uniquement le mélange d’oligosaccharides à partir du dimère (F1). 

 

 

CHROMATOGRAMME 34 COLONNE SEC HW40S (L=1M, Ø=5CM) 

SIGNAL REFRACTOMETRIQUE OBTENU APRES SEPARATION DE P3-50 (1), P1-50 (2) ET DES STANDARDS DE GLUCOSE ET 

TREHALOSE (3) A GAUCHE EN EAU A 25°C 

SIGNAL REFRACTOMETRIQUE OBTENU APRES SEPARATION DE P10-50 (1), P3-50 (2) ET DES STANDARDS DE GLUCOSE, 

TREHALOSE ET D-RAFFINOSE (3) A DROITE EN CARBONATE D’AMMONIUM A 25°C 
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Les masses détectées au MALDI ToF MS en modes réflectron et linéaire positif 

dans l’échantillon, correspondant à la deuxième fraction (SW170 P1-50 Fraction 2), 

sont les suivantes : 173 m/z (monomère de pentose), 203 (monomère d’hexose), 304 

m/z (dimère de pentose) et 365 m/z (dimère de pentose). Ces analyses sont 

présentées par le Spectre 12, obtenu par ESI, qui montre également des trimères 

composés à la fois d’unités pentoses et hexoses. On remarque que dans cette 

fraction, aucun sucre n’est acétylé.   

Comme attendu, dans la fraction F1, dont le spectre de masses est représenté 

Spectre 11 (SW170 P1-50 F1), il n’y a pas de monosaccharides et le premier pic en 

m/z 365 correspond à un dimère à deux unités hexose. On trouve des xylanes non 

acétylés de petits DP (4,5,6 et 7), mais la majorité des oligosaccharides sont des 

mannanes acétylés du DP2 au DP 11. Si l’on zoome dans les plus hautes masses en 

mode linéaire positif on observe un pic résiduel qui fait presque partie du bruit en 

2148 qui correspond à un mannane de DP 13. Les résultats de GPC MALS de la 

fraction F1 donnent une Mw de 740 Da et une Mn de 519 Da (D = 1,4). 

CHROMATOGRAMME 35 SIGNAL REFRACTOMETRIQUE OBTENU APRES SEPARATION DU P1-50 

DE L'HYDROLYSAT DE RESINEUX EXTRAIT A 170°C EN CARBONATE D’AMMONIUM (1) ET EN EAU 

(2) SUR UNE COLONNE SEC HW40S (L=1M, Ø=5CM) A 25°C ET 2 ML.MIN-1 
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SPECTRE 12 SPECTRE DE MASSE OBTENU PAR ESI MS DE LA FRACTION F2 (CF. CHROMATO 7) 

SPECTRE 11 SPECTRE DE MASSE OBTENU PAR MALDI TOF MS EN MODE REFLECTRON POSITIF DE LA FRACTION F1 (CF. 

CHROMATO 7) 
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V.B.3. FRACTIONNEMENT DU PERMEAT DE FEUILLUS 

Comme pour le perméat de l’hydrolysat de résineux, il a été décidé de 

fractionner le perméat de feuillus traité à 50 g.l-1 de charbon actif, dans les mêmes 

conditions (colonne SEC HW40S L=1m, Ø=5cm, élution en eau à 25°C). Quatre 

fractions (notées F1, F2, F3 et F4 par ordre d’élution) ont été collectées et analysées 

par spectrométrie de masse, leurs délimitations temporelles en termes de temps de 

rétention sont représentées par des droites verticales en pointillés de différentes 

couleur sur le Chromatogramme 36.  

On observe en comparaison à la séparation du SW170 P1-50, que sur le 

Chromatogramme 36, le pic élué au volume mort, correspondant à la fraction notée 

F1 (142 mg sec après lyophilisation), est comparable au pic en début du 

Chromatogramme 35 (2) (non collecté), car il contient la lignine soluble résiduelle de 

l’échantillon. On a vu dans les chapitres précédents que la concentration initiale en 

lignine soluble est deux fois supérieure dans l’hydrolysat de feuillus par rapport à 

celui de résineux extrait à la même température. On a également constaté que même 

si la capacité d’adsorption du charbon actif est plus grande dans les hydrolysats de 

feuillus, la quantité d’impuretés (lignine soluble et produits de dégradation) restante 

après traitement au charbon actif y est plus élevée que dans l’hydrolysat de résineux. 

Pour rappel, après traitement à 50 g.l-1, il reste 0,1 g.l-1 de lignine dans l’hydrolysat de 

résineux et 0,3 dans celui des feuillus.  

 

CHROMATOGRAMME 36 SIGNAL REFRACTOMETRIQUE OBTENU APRES SEPARATION DU P1-50 DE 

L'HYDROLYSAT DE FEUILLUS EXTRAIT A 170°C EN EAU SUR UNE COLONNE SEC HW40S (L=1M, 

Ø=5CM) A 25°C ET 2 ML.MIN-1 
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Il semble donc logique que le pic de gauche (F1 en vert) sur le 

Chromatogramme 36 soit plus intense et représente un plus grand pourcentage de 

l’échantillon P1-50 de l’hydrolysat de feuillus que de résineux. De plus, cette lignine 

sort au volume mort et présente un plus gros volume hydrodynamique que le reste 

des oligomères en solution car elle est attachée à des xylanes chargés. Ces résultats 

sont visibles Spectre 17. 

L’analyse par spectrométrie de masse (ESI MS) de la fraction F4 (161 mg sec 

après lyophilisation) est donnée sur le Spectre 13. Dans cette fraction, on doit 

essentiellement retrouver des monomères et des impuretés, et éventuellement 

quelques dimères comme la séparation est incomplète. On observe qu’à l’exception 

du pic en m/z 203 dont la masse est celle d’un monomère d’hexose, tous les pics qui 

apparaissent sur le Spectre 13 correspondent à des xylo-oligosaccharides acétylés 

une à deux fois, du monomère au trimère, le plus intense étant l’ion 347 

correspondant à un dimère de pentoses acétylé une fois. La Fraction F4 semble donc 

impactée par la mauvaise séparation (cf. Chromatogramme 36) des petits 

oligomères. On voit également sur le Spectre 15 obtenu en réflectron positif de la 

fraction F4 qu’elle comporte un pic non identifié à un m/z de 410 et qui, à fortiori, ne 

correspond pas à un pic de matrice. 

  

SPECTRE 13 SPECTRE DE MASSES OBTENU PAR ESI MS DE LA FRACTION F4 

HW170 P1-50 Fraction 4 
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Il est intéressant de constater que la fraction F3 (77 mg sec après lyophilisation) 

contient du DP2 au DP7 essentiellement de xylanes (les pics non assignés ou de très 

faible intensité sont des pics de matrice). Son spectre de masse est représenté 

Spectre 14. Il y a un très faible signal en m/z = 219 qui correspond au monomère 

d’hexose à cause d’une séparation chromatographique insuffisante (pas de retour à 

la ligne de base). Les six pics principaux sont des xylanes de structures suivantes :  

 m/z = 695 : X4 OAc3 ; m/z = 653 : X5 OAc2 

 m/z = 521 : X3 OAc2  ; m/z = 479 : X3 OAc1 

 m/z = 305 : X2  ; m/z = 347 : X2 OAc1 

Les seuls mannanes détectés dans cette fraction F3 ont les structures suivantes 

(où H est noté pour unité anhydrohexose) : H2 (m/z = 365) et H2 OAc1 (m/z = 407). 

SPECTRE 14 SPECTRE DE MASSE OBTENU PAR MALDI TOF MS EN MODE LINEAIRE POSITIF DE LA FRACTION F3 
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SPECTRE 15 SPECTRES DE MASSE OBTENU PAR MALDI TOF MS EN MODE REFLECTRON POSITIF DU P1-50 DE L'HYDROLYSAT DE FEUILLUS EXTRAIT A 170°C, ET DES FRACTIONS F1, F2, F3 ET F4 

DE CE MEME ECHANTILLON OBTENUES PAR CHROMATOGRAPHIE LIQUIDE SUR UNE COLONNE SEC HW-40S (Ø=5CM) A 25°C ET 2 ML.MIN-1 
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On observe, sur un même intervalle de masses (de 500 à 1100 m/z), qu’aucun 

pic similaire n’est retrouvé de manière commune dans les fractions F1 et F2.  En 

effet, la fraction F1 est essentiellement constituée de xylanes acétylés comportant 

des groupements 4-O-méthylglucuroniques, tandis que la fraction F2 (209 mg sec 

après lyophilisation) contient des xylanes qui en sont dépourvus. Comme expliqué 

plus haut, ce résultat semble cohérent avec la littérature qui indique que la lignine 

impliquée dans des complexes lignine hydrates de carbone est liée en majorité à des 

SPECTRE 17 SPECTRE DE MASSE OBTENU PAR ESI MS DE LA FRACTION F1 

SPECTRE 16 SPECTRE DE MASSE OBTENU PAR ESI MS DE LA FRACTION F2 
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oligomères d’hémicellulose chargés en acide hexuroniques et des pectines 

(Yongchao Zhang et al. 2019; Giummarella et Lawoko 2017). Le perméat semble 

contenir des xylo-oligosaccharides de masses supérieures au seuil de coupure de 

1000 Daltons. La séparation entre xylanes chargés et neutres est illustrée pour des 

ions allant jusqu’à 1800 en m/z (cf. Spectre 19 et Spectre 20 dans les Annexes). 

Pour conclure sur cette partie V.B. Colonnes SEC HW-40s (Toyopearl), la 

purification du perméat sur 1kDa de l’hydrolysat de feuillus traité au charbon actif à 

50 gl-1, par chromatographie liquide sur colonne SEC HW-40S (L=1m, Ø=5cm), 

nécessite une élution en eau. En effet, cela permet de séparer les xylo-

oligosaccharides neutres et chargés d’acides hexuroniques, de ceux formant des 

complexes lignine hydrates de carbone, qui sont exclus de la colonne. La séparation 

de la lignine résiduelle impliquée dans des LCC est également réalisée dans les 

mêmes conditions opératoires (élution en eau à 25°C sur une colonne SEC HW-40s 

L=1m, Ø=5cm à un débit de 2 ml.min-1), pour l’échantillon de perméat sous 1kDa de 

l’hydrolysat de résineux traité au charbon actif à 50 gl-1. Les deux signaux du 

réfractomètre sont assez semblables entre le perméat des feuillus et des résineux 

(Chromatogramme 35 (2) et Chromatogramme 36 respectivement). On observe un 

pic correspondant à la lignine soluble résiduelle et/ou les oligomères d’hémicellulose 

chargés en tête de chromatogramme, puis un massif correspondant respectivement 

à des xylanes et galactoglucomannanes acétylés entre DP2 et DP 11, et enfin un 

large pic composé des monosaccharides et des impuretés de petites masses 

molaires (beaucoup mieux séparé dans l’hydrolysat de résineux). Toutefois, on 

n’observe pas un retour total à la ligne de base entre ce pic et le massif des 

oligosaccharides de taille supérieure à un DP2. 

Il serait intéressant de tester une colonne SEC HW-50 (limite d’exclusion à 20 

kDa), pour séparer la lignine résiduelle du perméat sous 3kDa, car ceci n’est pas 

rendu possible avec un gel HW-40. Comme attendu, la séparation de la lignine 

résiduelle non adsorbée par le charbon actif n’est pas réalisable avec une élution en 

carbonate d’ammonium à 0,1M. On peut supposer que les charges des complexes 

lignine hydrates de carbone sont écrantées par le contre ion de l’éluant chargé en 

ammonium ou bien que les complexes se conforment différemment lorsqu’ils sont 

dans l’eau. Le pH basique (10,3) et la force ionique suffisante (1 mol/l ici) imposé par 

une élution en carbonate d’ammonium 0,1M permet en revanche une meilleure 

séparation entre les dimères, les monomères et les impuretés de plus faible masse 

molaire.  
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V.C. COLONNES HI LOAD SUPERDEX (GE HEALTHCARE) 

V.C.1. CONFIGURATION A TROIS COLONNES SEC HI LOAD SUPERDEX 30 
 Dans cette partie, l’objectif principal est de retirer les monomères et les 

impuretés de faible masse molaire, du reste des oligomères dans l’hydrolysat. Ceci a 

déjà été réalisé en chromatographie liquide d’exclusion stérique en utilisant une 

colonne SECSuperdex 30 pg (grade préparatif de 10 cm de diamètre et 29 cm de 

hauteur, pour des hémicelluloses solubles d’épicéa (M Palm 2004). Le système 

étudié ici est composé de trois colonnes SEC HiLoad® 26/600 Superdex® 30 pg 

(limite d’exclusion à 10kDa, taille des particules 34 µm) en série, avec une détection 

par réfractométrie. L’élution est réalisée en eau ou en carbonate d’ammonium 0.1M à 

un débit de 1,2ml/min. Les hydrolysats bruts de feuillus et résineux élués en eau, 

montrent un pic intense correspondant aux monosaccharides et aux impuretés de 

faible masse molaire qui sont excluent au même temps de rétention en fin de 

chromatogramme, voir Chromatogramme 37 (1). La séparation des petits 

oligosaccharides (jusqu’à DP 3) est meilleure dans les échantillons de résineux que 

de feuillus. 

CHROMATOGRAMME 37  

SIGNAL REFRACTOMETRIQUE OBTENU APRES SEPARATION DE L’HYDROLYSAT DE RESINEUX EXTRAIT A 170°C EN EAU (1), EN 

CARBONATE D’AMMONIUM (2) ET TRAITE A 30G.L-1 DE CHARBON ACTIF (3) A GAUCHE 

SIGNAL REFRACTOMETRIQUE OBTENU APRES SEPARATION DE L’HYDROLYSAT DE FEUILLUS EXTRAIT A 170°C EN EAU BRUT (1), EN 

CARBONATE D’AMMONIUM BRUT (2) ET TRAITE A 30G.L-1 DE CHARBON ACTIF (3) A DROITE 
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Le pic correspondant aux oligomères DP2 est mieux résolu lors de l’élution en 

carbonate d’ammonium à 0,1M qu’en eau, que ce soit pour l’hydrolysat de feuillus ou 

de résineux, cf. Chromatogramme 37 (2). Les Chromatogramme 37 (3) présentent la 

séparation des hydrolysats traités (résineux à gauche et feuillus à droite), élués en 

carbonate d’ammonium à 0,1M sur le système étudié. On observe que le traitement 

au charbon actif de l’échantillon d’hydrolysat de résineux, allié à une élution en 

carbonate d’ammonium à 0,1M, semble permettre une bonne séparation du pic des 

monosaccharides En revanche cette combinaison n’améliore pas la séparation de 

l’hydrolysat de feuillus, il semble même que les DP1, 2 et 3 coéluent. Globalement, 

cette configuration ne permet pas la purification des oligosaccharides de petite taille 

du fait que de grandes masses molaires soient présentes dans les hydrolysats bruts 

(jusqu’à 4500 Da).  

CHROMATOGRAMME 38 SIGNAL REFRACTOMETRIQUE OBTENU APRES SEPARATION EN EAU DE L’HYDROLYSAT DE 

RESINEUX EXTRAIT A 170°C NOTE SW170 (GRIS) ET DE CE MEME HYDROLYSAT TRAITE AVEC DE LA MANNANASE 

DURANT 15 MIN (HAUT) ET 1H (BAS) 
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Deux techniques ont donc été employées afin de diminuer la masse molaire 

moyenne des oligosaccharides en mélange dans l’hydrolysat brut de résineux extrait 

à 170°C. D’une part une hydrolyse enzymatique avec de l’endo-mannanase pendant 

15 min et 1 h (Chromatogramme 38) et d’autre part une filtration sur 3kDa et 1kDa 

alliée à une détoxification avec l’ajout de 50g.l-1 de charbon actif (on conserve alors 

les perméats des filtrations, notés P3-50 et P1-50, Chromatogramme 39). Le 

traitement enzymatique diminue significativement la présence de molécules de 

hautes masses molaires, comme le montre la diminution de l’épaulement entre 300 et 

450min d’élution. On observe également une meilleure définition des pics 

correspondant aux DP 2, 3, 4 et 5. Après vérification par quantification des 

monosaccharides par HPAEC-PAD, il n’y a pas de formation ou production de 

monomères avec ce traitement.  Le pic saturé à 630 min correspond aux sels de la 

solution commerciale contenant l’enzyme. Ce que l’on observe c’est l’isolation de ce 

pic du reste de l’hydrolysat avec un quasi-retour à la ligne de base sur la séparation 

correspondant à l’hydrolysat traité durant 15 min. 

  

CHROMATOGRAMME 39 SIGNAL REFRACTOMETRIQUE OBTENU APRES SEPARATION DU P3-50 

(1) ET P1-50 (2) EN EAU, ET DU P1-50 EN CARBONATE D’AMMONIUM A 0,1M (3) DE 

L’HYDROLYSAT DE RESINEUX EXTRAIT A 170°C, SUR 3 COLONNES SEC HI LOAD SUPERDEX 30 
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On constate en revanche, Chromatogramme 39, une élimination des hautes 

masses molaires du mélange, illustré par l’aplatissement presque totale de 

l’épaulement qui s’étend de 300 à 600 min de temps de rétention (plus marquée 

dans le P1-50). Cependant, la filtration membranaire n’améliore pas pour autant la 

séparation des faibles DP, que ce soit pour une élution en eau ou en carbonate 

d’ammonium à 0,1M, si l’on compare le Chromatogramme 37 et le Chromatogramme 

39. 

V.C.2. CONFIGURATION A TROIS COLONNES SEC HI LOAD SUPERDEX S200-

S75-S75 

Le gel Superdex composé de dextran et d’agarose hautement réticulé, est 

connu pour la séparation entre xylo-oligosaccharides solubles neutres et chargés de 

peuplier (Teleman et al. 2000) et la séparation de galactoglucomannanes d’épicéa 

(Lundqvist et al. 2003). Le même montage FPLC (Fast Protein Liquid 

Chromatography) est utilisé pour ces deux études, il est constitué d’une pré-colonne 

montée en série avec une colonne SEC Hi Load Superdex® 75 et une colonne SEC 

Hi Load Superdex® 200, avec une élution en eau. Ces deux colonnes ont une limite 

d’exclusion de 70 kDa et 600 kDa respectivement. Dans cette partie nous étudions ce 

même type de colonnes, également à température ambiante avec une élution en eau, 

mais avec un diamètre de colonne plus important. 

V.C.2.a. INFLUENCE DU SEUIL DE COUPURE DES MEMBRANES D’ULTRAFILTRATION 

Un premier essai a été réalisé sur l’hydrolysat de résineux extrait à 170°C, sur 

un système constitué d’une colonne SEC HiLoad® 26/600 Superdex® 200 pg placée 

en série avec une colonne SEC HiLoad® 26/600 Superdex® 30 pg. Cet essai n’a pas 

été concluant et a donc amené à la création du système a composé de deux 

colonnes SEC HiLoad® 26/600 Superdex® 75 pg. On peut observer une séparation 

sur le Chromatogramme 43 en Annexes, du rétentat sur 1kDa de l’hydrolysat de 

résineux.  Ce montage, en revanche, ne fonctionne pas sur le rétentat sur 1kDa de 

l’hydrolysat de feuillus extrait à 150°C, voir Chromatogramme 40  (1), car il n’y a 

aucune séparation de pics. Ce même échantillon a donc été injecté sur le système b, 

composé d’une colonne SEC HiLoad® 26/600 Superdex® 200 pg placée en série 

avec deux colonnes SEC Hi Load Superdex® 75 pg, cf Chromatogramme 40 (3). 

Cette configuration a été créée spécialement pour les oligomères d’hémicellulose de 

feuillus extrait à faible température. En effet, leur séparation nécessite l’ajout d’une 

colonne de plus grand domaine d’exclusion. Les chaines de xylanes longues et 

chargées d’acides 4-O-méthylglucuronique, ont des masses molaires plus élevées et 

sont souvent liées à des morceaux de lignine soluble, comme vu dans les chapitres 

précédents. Sur le Chromatogramme 40 (3), on constate ainsi une élution en deux 

temps avec un retour à la ligne de base à 420 min. La séparation n’est pas améliorée 

pour ces mêmes échantillons ultrafiltrés avec un plus haut seuil de coupure 

membranaire (3kDa), voir Chromatogramme 46 en Annexes du Chapitre V.  
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La même stratégie a été reproduite pour les hydrolysats extraits à 170°C, et 

montre cette fois un retour à la ligne de base entre deux larges pics, voir 

Chromatogramme 40 (5) et (6), visible à la fois pour les échantillons ultrafiltrés sur 

une membrane dont le seuil de coupure est de 500 Da et de 1 kDa. On constate 

également sur le Chromatogramme 40 (3) correspondant à l’élution du rétentat sur 

1kDa de l’hydrolysat de feuillus extrait à 150°C, que le large pic qui est élué en 

premier (250 – 450 min), débute au volume mort de la colonne et représente plus de 

70% du mélange. En revanche son homologue dans l’extrait à 170°C, 

Chromatogramme 40 (6), représente seulement 46% de l’échantillon. On remarque 

de manière générale sur les Chromatogramme 40 (2) et (3), contrairement au 

Chromatogramme 40 (5) et (6), que la majorité des oligosaccharides de l’échantillon 

sont élués sous forme de nombreux pics mal résolus dans l’intervalle de temps de 

rétention [250 ; 500 min]. On peut donc penser, considérant les résultats obtenus 

dans les chapitres précédents, que ce pic correspond aux molécules chargées 

(oligosaccharides de type méthylglucuronoxylane et pectine).  

  

CHROMATOGRAMME 40 SEPARATION DU HW150 R1 (RETENTAT SUR 1KDA DE L’HYDROLYSAT DE FEUILLUS EXTRAIT A 150°C) 

SUR LE SYSTEME A (1) ET SUR LE SYSTEME B (3), DU HW150 R500 (RETENTAT SUR 500 DA) SUR LE SYSTEME B (2), DE 

L'HYDROLYSAT BRUT DE FEUILLUS EXTRAIT A 170°C HW170 (4), DU HW170 R500 (5) ET DU HW170 R1 (6) SUR LE SYSTEME B 



 

 

2
1

4
 

On remarque également que plus le seuil de coupure des membranes est haut, 

plus la part de molécules chargées est grande dans le rétentat, cette part représente 

respectivement 36% et 46% de l’échantillon de feuillus (170°C) filtré sur 500 Da et 1 

kDa. En effet, si l’on observe les Chromatogramme 40 (5) et (6) correspondant aux 

rétentats ultrafiltrés sur les seuils 500 Da et 1kDa, on constate que le pic de droite 

élué en dernier (censé correspondre aux oligosaccharides neutres) est moins intense 

et moins large dans l’échantillon ultrafiltré sur 1 kDa (en comparaison à celui filtré sur 

500 Da). 

CHROMATOGRAMME 41 SIGNAL REFRACTOMETRIQUE OBTENU APRES SEPARATION DE L'HYDROLYSAT BRUT DE 

RESINEUX EXTRAIT A 170°C (1), DE SON RETENTAT SUR 1KDA (2), SUR 3KDA (3) ET SUR 5KDA (4) SUR LE SYSTEME B 
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Cette observation est valable pour les échantillons de résineux, également 

extrait à 170°C. Les Chromatogramme 41 (2), (3) et (4) correspondent à la séparation 

de l’hydrolysat de résineux produit à 170°C ultrafiltré sur des seuils de coupure de 1, 

3 et 5 kDa. Ils montrent que la part de molécules chargées et/ou liées de manière 

covalente à de la lignine soluble augmente de 10% à 34% (rétentat sur 1 et 5 kDa). Il 

se trouve que les oligosaccharides qui sont élués sous ce pic ne sont pas impactés 

par un traitement au charbon actif (50 g.l-1) dans le rétentat sur 5kDa de l’hydrolysat 

de résineux extrait à 170°C (cf. Chromatogramme 45 en Annexes). En effet, on 

remarque un décalage du pic supposé des oligomères neutres vers la droite du 

chromatogramme, donc vers un plus grand temps de rétention. Ceci est cohérent 

avec le calcul de la masse molaire moyenne obtenu par GPC MALS dans le Chapitre 

2 qui montre bien une diminution de celle-ci entre les rétentats des échantillons de 

résineux extraits à 170°C et ces mêmes rétentats traités au charbon actif. Il semble 

que les molécules adsorbées par le charbon actif, dans les rétentats, soient des 

oligomères neutres de faible masse molaire. C’est en accord avec le fait que des 

complexes lignine hydrate de carbone, présents dans le pic de gauche, sont sans 

doute trop volumineux pour être adsorbés.  

Il est important de noter que, toute essence confondue, à une température 

d’extraction de 170°C, une ultrafiltration sur 1kDa est nécessaire pour observer une 

séparation entre les oligomères supposés neutres et chargés, à la fois sur le système 

a et b. En effet les Chromatogramme 40 (4) et Chromatogramme 41 (1) montrent 

deux pics très intenses confondus en un seul large pic. 

V.C.2.b. ANALYSES DES FRACTIONS OBTENUES PAR MALDI-TOF MS 

Dans cette partie il a été choisi de collecter les fractions F1 et F2 des 

échantillons extraits à 170°C, comme détaillé sur le Chromatogramme 42, dont les 

bornes de temps de rétention varient en fonction de l’échantillon. La collecte a donc 

été réalisée sur le rétentat R1 de l’échantillon de résineux et de feuillus, et R500 de 

l’échantillon de feuillus. Des collectes ont également été réalisées sur l’échantillon R1 

de feuillus traité à 30 g.l-1 de charbon actif.  

Les fractions obtenues pour l’échantillon de résineux ont été analysées par GC 

FID dont les Chromatogramme 47 et Chromatogramme 48 obtenus respectivement 

pour les fraction F1 et F2, sont présentés en Annexes. Les résultats de cette 

quantification sont présentés sous forme de pourcentages massiques de sucre dans 

chaque fraction dans le Tableau 42. On remarque immédiatement que la fraction F2 

éluée en dernier est composée essentiellement de galactoglucomannanes.La fraction 

F1 éluée en premier, est quant à elle composée d’un mélange plus complexe 

constitué de méthylglucuronoxylanes et de rhamnogalacturonanes.  

TABLEAU 42  COMPOSITION OSIDIQUE DES FRACTIONS F1 ET F2 DE L’HYDROLYSAT DE RESINEUX EXTRAIT A 170°C, OBTENUS 

APRES SEPARATION PAR CHROMATOGRAPHIE D’EXCLUSION STERIQUE SUR LE SYSTEME B, EXPRIMEE EN POURCENTAGE MASSIQUE 

  Gal Glu Xyl Man Rha GalA MeGlcA 

SW170 

R1 F1 
10,6 ±0,6% 7,5 ±0,1% 6,6 ±0,6% 18,7 ±0,6% 4,4 ±0,8% 6,5 ±2% 1,4 ±1,7% 

SW170 

R1 F2 
6,9 ±1,9% 17,4 ±2% 0,4 ±8,3% 52,5 ±1,5% 0,0  0,0  0,0  
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Le ratio molaire Man:Glu:Gal vaut respectivement 2,5 :1 :1,4 et 3 :1 :0,4 dans les 

fractions F1 et F2. Ces ratios montrent soit la présence de galactanes, soit des 

structures de galactoglucomannanes différentes de celles trouvées dans la fraction 

F2. Les ratios molaire 4-O-Me GlcA: Xyl et GalA: Rha dans la fraction F1 valent 1,5 et 

1,2. Ils sont cohérents avec les résultats obtenus précédemment.  

Il est à noter qu’on ne détecte ni rhamnose ni acide galacturonique dans le 

rétentat R1 de l’hydrolysat de résineux extrait à 170°C, bien qu’on en trouve dans 

l’hydrolysat brut. Le fait que des pourcentages relativement élevés soient détectés 

dans la fraction F1 laisse penser que leur quantité est présente en dessous du seuil 

de détection de l’appareil GC-FID, dans le R1. Comme les fractions HW170 R500 F1 

et HW170 R1 F1, la fraction F1 de l’échantillon de résineux contient la lignine 

résiduelle de tout l’échantillon.  

CHROMATOGRAMME 42 SIGNAL REFRACTOMETRIQUE OBTENU APRES SEPARATION SUR LE SYSTEME B DES ECHANTILLONS DONT 

LA COLLECTE A ETE EFFECTUEE AVEC DEUX FRACTIONS NOTEES POUR CHACUN F1 ET F2.  

(1) RETENTAT SUR 1KDA DE L’HYDROLYSAT DE RESINEUX EXTRAIT A 170°C 

(2) RETENTAT SUR 500DA DE L’HYDROLYSAT DE FEUILLUS EXTRAIT A 170°C  
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Il semble donc que l’assomption faite à priori soit vérifiée pour les hydrolysats 

de résineux : la fraction F1 contient des méthylglucuronoxylanes, des 

rhamnogalacturonanes ainsi que des galactanes et des mannanes liés à de la lignine 

soluble, autrement des oligomères chargés, des pectines et des complexes lignine 

hydrates de carbone. La fraction F2 quant à elle est bien constituée de 

galactoglucomannanes acétylés. En ce qui concerne les rétentats de feuillus, le 

Tableau 43 montre clairement la séparation entres xylanes neutres (acétylés) et 

xylanes chargés (acétylés et comportant des groupes 4-O-MeGlcA) pour tous les 

échantillons purifiés. Les pics présentés dans le Tableau 43, sont les pics principaux 

en intensité des Spectre 18 et Spectre 21 en Annexes. 

Dans les fractions F2, les pics à 785, 917, 1050, 1182, 1314, 1356, 1446, 1488 

m/z peuvent correspondre à plusieurs structures, et montrent des degrés 

d’acétylation assez faibles, respectivement 0,3, 0,29, 0,25, 0,22, 0,33, 0,2, 0,3 en 

comparaison à ce que l‘on trouve dans la littérature et aux résultats obtenus 

précédemment (Chapitre 1). Ils peuvent correspondre à une série d’ions, autre que 

des simples xylanes faiblement acétylés, dont la structure est la suivante : H3 Px Acn, 

1≤x≤7 et 3≤n≤4.  

Dans les fractions F1, les séries d’ions suivantes sont trouvées, cf. Tableau 43 : 

 537, 669, 801, 933, 1065, 1197 ,1329    n=1, 1≤x≤7  

 711, 843, 975, 1107, 1239, 1371, 1503, 1635...   n=2, 2≤x≤9  

 885, 1017, 1149, 1281, 1413, 1546, 1677...    n=3, 3≤x≤9  

 1059, 1191, 1323, 1455, 1587, 1719...     n=4, 4≤x≤9  

 1365, 1497, 1629, 1761...       n=5, 

6≤x≤9  

Ils peuvent également correspondre à une structure de type Rha GalA Px Acn, avec 

1≤x≤19 et 1≤n≤10. De plus, les pics 975 et 933 correspondent aussi aux deux 

structures de rhamnogalacturonanes acétylés suivantes : GalA4RhaAc1 et 

GalA4RhaAc2.  

CONCLUSION SUR LA PARTIE V.C. Colonnes Hi Load Superdex (GE Healthcare) 

Concernant la purification des oligomères de petite taille, le système composé 

de trois colonnes SEC HiLoad® 26/600 Superdex® 30 pg en eau est pertinent pour 

la séparation des monomères regroupés au sein d’un même pic avec les impuretés 

de faible masse molaire et les sels en fin d’élution, pour les hydrolysats bruts de 

résineux comme de feuillus extraits à 170°C. L’injection du perméat sous 1 kDa traité 

à 50g/l de charbon actif et de l’hydrolysat brut de résineux produit à haute 

température traité par hydrolyse enzymatique montre une séparation améliorée et 

une purification possible des DP 2 et 3. Pour les DP supérieurs en revanche ce 

système n’est pas adapté malgré l’association de trois colonnes semi-préparatives 

avec un domaine de fractionnement allant jusqu’à 10 kDa (grand nombre de plateaux 

théoriques). 

Le système composé d’une colonne SEC HiLoad® 26/600 Superdex® 200 pg 

placée en série avec deux colonnes SEC Hi Load Superdex® 75 pg permet la 

séparation nette (deux larges pics) entre oligosaccharides de plus haute masse 

molaire neutres et chargés contenus dans les rétentats sur 1 kDa et plus, de tous les 

types de liqueurs. Les complexes lignine hydrates de carbone sont logiquement 

contenus sous le pic correspondant aux oligomères chargés élué en premier. 
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TABLEAU 43 PICS PRINCIPAUX EN M/Z ET STRUCTURE CORRESPONDANTE OBTENU PAR MALDITOF MS EN MODE LINEAIRE POSITIF 

DES FRACTIONS F1 ET F2 OBTENUES PAR CHROMATOGRAPHIE LIQUIDE SUR LE SYSTEME B DES RETENTATS SUR 1KDA (R1) ET 

500DA (R500) DE L’HYDROLYSAT DE FEUILLUS EXTRAIT A 170°C BRUT ET TRAITE AU CHARBON ACTIF A 30G.L-1 

 

PICS CLASSES PAR ORDRE DECROISSANT D’INTENSITE 

HW170 R1 F1 HW170 R1 F2 

1456       P8 4-O-MeGlcA OAc4 

1630       P9 4-O-MeGlcA OAc5 

1323       P7 4-O-MeGlcA OAc4 

1281       P7 4-O-MeGlcA OAc3 

1149       P6 4-O-MeGlcA OAc3 

 1762       P10 4-O-MeGlcA OAc5 

 1804       P10 4-O-MeGlcA OAc6 

1498       P8 4-O-MeGlcA OAc5 

1588       P9 4-O-MeGlcA OAc4 

 1936        P11 4-O-MeGlcA OAc6 

1746       P11 OAc6 

1788       P11 OAc7 

1704       P11 OAc5 

1398       P9 OAc4 

1223       P8 OAc3 

1266       P8 OAc4 

 1662       P11 OAc4 

 1572       P10 OAc5 

 1530       P10 OAc4 

1091       P7 OAc3 

HW170 R1 F1 

Charbon actif 30g.l-1 

HW170 R1 F2 

Charbon actif 30g.l-1
 

1414       P8 4-O-MeGlcA OAc3 

1282       P7 4-O-MeGlcA OAc3 

1588       P9 4-O-MeGlcA OAc4 

 1720       P11 4-O-MeGlcA OAc3 

1456       P8 4-O-MeGlcA OAc4 

1546       P9 4-O-MeGlcA OAc3  

1149       P6 4-O-MeGlcA OAc3 

1108       P6 4-O-MeGlcA OAc2  

1239       P7 4-O-MeGlcA OAc2  

  1678       P10 4-O-MeGlcA OAc3 

 1488       P10 OAc3 

1182       P8 OAc2 

1356       P9 OAc3 

  1662       P11 OAc4 

          1314       P9 OAc2 

   1446       P10 OAc2 

  1224       P8 OAc3 

    1530       P10 OAc4 

    1620       P11 OAc3 

    1704       P11 OAc5 

HW170 R500 F1 HW170 R500 F2 

1150        P6 4-O-MeGlcA OAc3 

1456        P8 4-O-MeGlcA OAc4 

1282        P7 4-O-MeGlcA OAc3 

1324        P7 4-O-MeGlcA OAc4 

 975         P5 4-O-MeGlcA OAc2 

 843         P4 4-O-MeGlcA OAc2 

1017        P5 4-O-MeGlcA OAc3 

1630        P9 4-O-MeGlcA OAc5 

1588        P9 4-O-MeGlcA OAc4 

1498        P8 4-O-MeGlcA OAc5 

1414        P8 4-O-MeGlcA OAc3 

  1762        P10 4-O-MeGlcA OAc5 

 1108        P6 4-O-MeGlcA OAc2 

 917         P7 OAc2 

1223        P8 OAc3 

1092        P7 OAc3 

 959         P6 OAc3 

 785         P6 OAc2 

1266        P8 OAc4 

 611         P4 OAc1 

1176        P7 OAc5 

1050        P7 OAc2 

1398        P9 OAc4 

 1662        P11 OAc4 

 653         P5 OAc2 

 1746        P11 OAc6 
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SPECTRE 18 SPECTRE DE MASSES DES FRACTIONS F1 ET F2 DU RETENTAT SUR 500DA DE L'HYDROLYSAT DE FEUILLUS EXTRAIT A 

170°C, SEPARE PAR CHROMATOGRAPHIE LIQUIDE D’EXCLUSION STERIQUE SUR LE SYSTEME B  
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CONCLUSION CHAPITRE V 

Les deux premières parties de ce chapitre traitent de la séparation et de la 

purification des oligosaccharides de petits DP contenus dans les perméats des 

hydrolysats de feuillus et de résineux extraits à haute température. Ces perméats ont 

été traités au charbon actif à 50 g.l-1 pour éliminer la majorité de la lignine et des 

produits de dégradation. Il a été montré que pour séparer les sels, les produits de 

dégradation résiduels et les monomères de mélange d’oligosaccharides contenus 

dans le perméat sous 1kDa, une injection en eau sur un système composé de deux 

colonnes SEC Bio-Gel en série (P4 et P2) à 50°C est une solution convenable bien 

que nécessitant un temps d’élution assez long. Dans ce cas de figure on obtient un 

mélange qui va du DP 2/3 jusqu’au DP 15 contenant des complexes lignine hydrates 

de carbone résiduels. Si l’on souhaite être complètement débarrassé des complexes, 

alors il faudra effectuer deux filtrations et récupérer la part de l’hydrolysat comprise 

entre une membrane de 1 et 3kDa (il est aussi possible de fractionner entre 500 Da 

et 1kDa dans cette optique) et l’injecter sur une colonne préparative SEC Bio-Gel P4 

en eau à 50°C (L=1m, Ø=5cm), afin d’isoler un pic intense correspondant aux 

molécules chargées d’acides hexuroniques bien en amont du massif des 

oligosaccharides (commençant à un DP2 avec quelques monomères résiduels).  

De manière générale l’utilisation de domaines de fractionnement plus hauts est 

nécessaire quant à l’utilisation des gels Bio-Gel et HW pour la séparation des 

perméats du fait de la présence de complexes et d’une grande polydispersité dans 

ces échantillons. De plus, la séparation des oligosaccharides contenus dans le 

perméat sous 1 kDa de l’hydrolysat de résineux extrait à 170°C et traité au charbon 

actif à 50 g.l-1 est nettement meilleure avec une élution sur colonne SEC HW-40s 

préparative en comparaison à une colonne SEC Bio-Gel P4 préparative. Notamment 

si l’on souhaite purifier un DP en particulier (bonne résolution des pics). Si l’on 

compare les essences, la séparation sur colonne SEC HW-40s préparative en eau est 

bien moins bonne concernant le perméat sous 1kDa de l’hydrolysat de feuillus que 

de résineux. Il faudrait donc pour les feuillus monter un système avec trois colonnes 

Bio-Gel ou bien deux colonnes HW40. Une autre solution serait d’injecter le perméat 

sous 500 Da ou l’échantillon compris entre 500 et 1000 Da, toujours traité au charbon 

actif. 

Concernant le diamètre de colonne, contrairement à la longueur, il n’est pas 

censé améliorer directement la résolution d’une séparation mais jouer sur la largeur 

des pics. En effet, un diamètre plus gros peut permettre de diminuer la largeur des 

pics du chromatogramme. Ce que l’on constate c’est l’augmentation du diamètre de 

colonne améliore nettement la séparation des perméats lorsqu’on utilise du gel HW-

40s. Il faut noter que toutes les colonnes SEC Bio-Gel ou HW ont été préparées 

manuellement, à contrario des colonnes SEC Superdex préparées indsutriellement et 

achetées prêtes à l’emploi. Ce phénomène peut donc simplement être dû à 

l’augmentation de la surface d’échange du fait d’un plus gros diamètre. Dans la 

troisième partie de ce chapitre, il a été montré que l’augmentation du nombre de 

colonne (donc de la longueur et du nombre de plateaux théoriques) permet une 

grande amélioration de la séparation des hydrolysats de feuillus et de résineux 

ultrafiltrés sur 1kDa (rétentat) pour la séparation des molécules neutres et chargées. 
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Il doit être retenu qu’un éluant avec une force ionique suffisamment grande (1 

mol/l) empêche la séparation entre oligosaccharides neutres et chargés (liés à des 

complexes lignine hydrates de carbone), quel que soit le gel et le domaine de 

fractionnement utilisés. A l’inverse, une injection en eau permet d’isoler un pic 

intense correspondant à ces complexes dans les faibles masses molaires, et dans les 

rétentats un large pic élué en premier. Il est pour l’instant difficile de comprendre ce 

phénomène étant donné que si l’éluant (carbonate d’ammonium 0,1M) écrante les 

charges des complexes lignine hydrates de carbone alors ces derniers prendraient 

un volume hydrodynamique plus gros et seraient alors au contraire bien séparés du 

reste de l’hydrolysat au volume mort sur le chromatogramme. Les observations vont 

dans le sens inverse, on peut donc penser que des charges résiduelles dans le gel 

engendrent des interactions électrostatiques ou de type échange d’ions inattendues 

et permettent de séparer les molécules chargées d’acides avec une élution en eau. 
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ANNEXES CHAPITRE V 

CHROMATOGRAMME 44 SIGNAL REFRACTOMETRIQUE OBTENU APRES SEPARATION EN CARBONATE D’AMMONIUM 0,1 M   

D'OLIGOMERES D'HEMICELLULOSE, OBTENUS PAR HYDROLYSE ENZYMATIQUE PAR 1,4-ENDO-XYLANASE DURANT 8 H, D'UNE 

PATE DE FEUILLUS KRAFT BLANCHIE (1) ET DE STANDARDS GLUCOSE, TREHALOSE ET MELITRIOSE (2) SUR UN SYSTEME 

COMPOSE DE TROIS COLONNES SEC HILOAD® 26/600 SUPERDEX® 30 PG EN SERIE 

CHROMATOGRAMME 43 SIGNAL REFRACTOMETRIQUE OBTENU APRES SEPARATION 

EN EAU SUR LE SYSTEME COMPOSE DE DEUX COLONNES SEC HILOAD® 26/600 

SUPERDEX® 75 PG DU RETENTAT SUR 1KDA DE L'HYDROLYSAT DE RESINEUX 

EXTRAIT A 170°C  
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SPECTRE 19 SPECTRES DE MASSE ZOOME ENTRE M/Z 1100 ET 1500 OBTENU PAR MALDI TOF MS EN MODE REFLECTRON POSITIF DU P1-50 DE L'HYDROLYSAT DE FEUILLUS EXTRAIT A 170°C, ET DES FRACTIONS 

F1, F2, F3 ET F4 DE CE MEME ECHANTILLON OBTENUES PAR CHROMATOGRAPHIE LIQUIDE SUR UNE COLONNE SEC HW-40S (Ø=5CM) A 25°C ET 2 ML.MIN-1 
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SPECTRE 20 SPECTRES DE MASSE ZOOME ENTRE M/Z 1400 ET 1800 OBTENU PAR MALDI TOF MS EN MODE LINEAIRE POSITIF DU P1-50 DE L'HYDROLYSAT DE FEUILLUS EXTRAIT A 170°C, ET DES FRACTIONS F1, 

F2, F3 ET F4 DE CE MEME ECHANTILLON OBTENUES PAR CHROMATOGRAPHIE LIQUIDE SUR COLONNE SEC HW-40S (Ø=5CM)A 25°C ET 2 ML.MIN-1 
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CHROMATOGRAMME 45 SIGNAL REFRACTOMETRIQUE OBTENU APRES SEPARATION DU 

RETENTAT SUR 5KDA DE L'HYDROLYSAT DE RESINEUX EXTRAIT A 170°C (SW170) BRUT ET 

TRAITE A 50G.L-1 DE CHARBON ACTIF SUR LE SYSTEME B 

CHROMATOGRAMME 46 SIGNAL REFRACTOMETRIQUE OBTENU APRES SEPARATION DES RETENTATS SUR 1 ET 3KDA DE 

L'HYDROLYSAT DE FEUILLUS EXTRAIT A 150°C (HW150) SUR LE SYSTEME B 
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CHROMATOGRAMME 48 OBTENU PAR CHROMATOGRAPHIE EN PHASE GAZEUSE AVEC DETECTION PAR IONISATION DE FLAMME DE LA 

FRACTION SW170 R1 F2 

CHROMATOGRAMME 47 OBTENU PAR CHROMATOGRAPHIE EN PHASE GAZEUSE AVEC DETECTION PAR IONISATION DE FLAMME DE LA 

FRACTION SW170 R1 F1 
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HW170 1kDa F1 

HW170 1kDa F2 

HW170 1kDa charbon actif 30g/l F1 

HW170 1kDa charbon actif 30g/l F2 

SPECTRE 21 SPECTRE DE MASSES OBTENU PAR MALDITOF MS EN MODE LINEAIRE POSITIF DES FRACTIONS F1 ET F2 DU RETENTAT SUR 1KDA DE L'HYDROLYSAT DE FEUILLUS EXTRAIT A 170°C BRUT ET TRAITE AU 

CHARBON ACTIF A 30G.L-1, SEPARE PAR CHROMATOGRAPHIE LIQUIDE D’EXCLUSION STERIQUE SUR LE SYSTEME B 



 

 

  



 

 

CONCLUSION GENERALE ET PERSPECTIVES 

a direction prise par ces travaux suit plusieurs trajectoires de séparation, 

purification et fractionnement des autohydrolysats de bois afin d’en isoler 

et caractériser les oligosaccharides d’intérêt (notamment valorisables 

comme prébiotiques). La compréhension globale des résultats apportés 

par cette étude mène à la conception de schémas de méthodes différenciés par 

l’essence de bois et la sévérité de l’hydrolyse sélectionnées. 

Ultrafiltration membranaire 

Une autohydrolyse effectuée à 170°C à un ratio liqueur sur bois de 4 permet de 

solubiliser en moyenne 10% en masse sèche du bois soit environ 40% des 

hémicelluloses natives. Les liqueurs sont donc très concentrées en sucres mais aussi 

en contaminants : lignine et produits de dégradation représentent de 3 à 6 g/l dans 

l’hydrolysat brut de résineux et de feuillus respectivement. Les oligosaccharides, tout 

comme la lignine soluble éliminée à 90% sur une membrane de 1 kDa, sont 

majoritairement de petite taille. Une telle filtration engendre donc 55% de perte en 

oligosaccharides dans le rétentat de résineux et 69% dans celui des feuillus par 

rapport à l’hydrolysat brut. En effet les chaines sont assez courtes avec une masse 

molaire moyenne en poids (Mw) de 1,3 et 1,5 kDa (liqueur brut de feuillus et 

résineux). De plus, 90% en masse des oligomères extraits, toutes essences 

confondues, passent à travers une membrane de 5 kDa. Les hémicelluloses restantes 

alors dans ce type de rétentat ont une Mw de 4,2 et 4,7 kDa respectivement. En 

comparaison, seuls 2% (feuillus) et 3,4% (résineux) en masse sèche du bois sont 

solubilisés sous forme d’hémicellulose dans des conditions d’hydrolyse douce 

(150°C), ceci se traduit par des ratios lignine/oligosaccharides plus élevés, jusqu’à 

70% dans l’hydrolysat de feuillus. La lignine extraite a une répartition de masse 

molaire très large, pour en éliminer 90% il faut ultrafiltrer sur une membrane de 3 kDa 

pour les feuillus et 5 kDa pour les résineux. Quelle que soit l’essence de bois, les 

oligosaccharides solubilisés ont une masse molaire moyenne plus élevée qu’à haute 

température. Dans l’hydrolysat de feuillus brut et ultrafiltré sur 5 kDa cette dernière 

vaut 2,6 et 5,4 kDa, contre respectivement 4,1 et 5,7 kDa pour les résineux. Les 

distributions de masses molaires s’étendent jusqu’à 105 Da.  

Le mélange initial en oligosaccharides dans les hydrolysats bruts (170°C) est 

logiquement majoritairement composés de galactoglucomannanes acétylés (72% des 

résineux) et de méthylglucuronoxylanes acétylés (78% des feuillus). Grâce à la 

prédominance et à la taille des chaînes de galactoglucomannanes, leur séparation est 

rendue possible avec une simple filtration sur une membrane de 1 kDa (1% de 

xylanes restants dans le rétentat) de la liqueur de résineux. Pour isoler les xylanes, 

qui ont une masse molaire plus élevée dans les liqueurs de feuillus que de résineux, il 

faut filtrer sur une membrane possédant un seuil de coupure plus élevé à 5 kDa mais 

au dépend de la perte de la quasi-totalité de la quantité extraite au départ. Les 

hémicelluloses extraites à 150°C présentent de hauts degrés d’acétylation : 0,75 pour 

les xylanes de feuillus (contre 0,6 à haute température) et 0,3 pour les 

galactoglucomannanes de résineux. De plus, les oligosaccharides pectiques de type 

galactanes, arabinanes, rhamnogalacturonanes représentent 30% des 

L 



 

 

oligosaccharides extraits dans l’hydrolysat brut de résineux alors qu’ils sont dégradés 

à plus haute température. Dans les hydrolysats de feuillus, il faut noter la présence de 

glucanes potentiellement acétylés qui ajoutés aux pectines solubilisées représentent 

43% des oligosaccharides de l’hydrolysat brut. Ces hydrates de carbone sont 

préférentiellement liés à la lignine et aussi liés entre eux de manière covalente. Ainsi, 

ils forment un enchevêtrement de molécules qui restent sur les membranes. De 

manière générale les pertes engendrées par la filtration membranaire sont beaucoup 

plus faibles dans ce type d’hydrolysat : 4% pour les résineux et 26% pour les feuillus 

sur une membrane de 1 kDa. 

Adsorption au charbon actif 

Le charbon actif granulaire utilisé sous agitation permet de retirer sélectivement 

la lignine soluble à hauteur de 95, 87, 93 et 98% (résineux et feuillus respectivement 

à 150 et 170°C) à partir de 30 g par litre d’hydrolysat brut. Les pertes en oligomères 

dues à leur adsorption sur les grains de charbon actif (majoritairement les xylanes 

chargés et les pectines) sont plus que doublées entre les liqueurs de feuillus extraites 

à haute température et à basse température (30% contre 67%). La sélectivité du 

charbon actif est meilleure dans les liqueurs de résineux et donne donc accès à de 

plus hautes puretés et des pertes beaucoup plus faibles en oligomères, de l’ordre de 

15%. Les composés furaniques sont éliminés en totalité dans toutes les liqueurs à 50 

g/l de charbon actif (sauf dans l’hydrolysat de feuillus produit à 170°C où 98% du 

furfural est adsorbé). Dans les hydrolysats bruts produits à 170°C l’ajout de charbon 

actif fait diminuer la masse molaire moyenne des oligomères, tandis qu’à basse 

température cette dernière augmente. Il semble que les plus gros oligomères ainsi 

que les complexes lignine hydrates de carbone ne soient pas adsorbés par les grains 

de charbon actif du fait de leur volume hydrodynamique trop important. 

Le principal avantage de l’ultrafiltration est d’éliminer la totalité des produits de 

dégradation et des monomères tandis que le charbon actif adsorbe la lignine de 

manière sélective. L’association des deux techniques est nécessaire pour atteindre 

une pureté en oligomères de 99% dans tous les échantillons étudiés contre 65% en 

moyenne avec le charbon actif seul. Si on souhaite conserver un maximum 

d’oligosaccharides (pureté de 97%) alors une simple filtration sur 1kDa suffit pour les 

liqueurs de résineux produites à la fois dans des conditions d’hydrolyse douces et 

sévères. En réalité, l’ajout de charbon actif à 30 g/l dans ces rétentats permet de 

gagner 1 à 2 points de pureté au dépend de 13 et 28% de pertes supplémentaires en 

oligomères adsorbés. En revanche, les rétentats homologues de feuillus passent de 

94% (170°C) et 88% (150°C) de pureté à 99% avec l’ajout de charbon actif à charge 

identique. Les pertes supplémentaires en oligosaccharides sont alors de 9 et 44% 

respectivement. Il est à noter qu’à contrario des échantillons de résineux, les 

rétentats sur 1 kDa des hydrolysats de feuillus traités au charbon actif à 50 g/l en 

comparaison aux rétentats non traités, voient leur masse molaire moyenne 

augmenter de 2,1 à 2,3 kDa (170°C) et de 4,7 à 5,8 kDa (150°C).   

Fractionnement par chromatographie d’exclusion stérique 

L’isolation d’oligosaccharides d’intérêt grâce à leur séparation par 

chromatographie d’exclusion stérique constitue la dernière étape de ce projet pour la 

caractérisation des hydrolysats purifiés.  



 

 

L’élution d’un pic bien défini réunissant les monomères et les impuretés de 

faible masse molaire plus les sels est rendue possible pour les hydrolysats bruts de 

feuillus et de résineux (170°C uniquement) sur un système semi-préparatif composé 

de trois colonnes SEC HiLoad® 26/600 Superdex® 30 pg. D’autre part, les colonnes 

préparatives étudiées en Bio-Gel P-4 et HW-40s, (L=1m, Ø=5cm) montrent le 

principal avantage, en comparaison au système semi-préparatif composé de trois 

colonnes SEC HiLoad® 26/600 Superdex® 30 pg, de permettre l’isolation au volume 

mort (élué en premier) d’un pic regroupant les oligosaccharides chargés et la lignine 

résiduelle non adsorbée correspondant potentiellement à des complexes lignine 

hydrates de carbone dans les perméats sous 1 kDa des hydrolysats produits en 

conditions douces et traités à 50 g/l de charbon actif. L’influence d’un diamètre plus 

large, au dépend pourtant d’un plus petit nombre de plateaux théoriques, donne 

accès à une plus grande surface d’échange entre l’analyte et le gel. Ainsi, le 

fractionnement d’oligosaccharides neutres contenus dans le perméat de résineux 

compris entre DP 2 et 7 (voire plus) est réalisable. 

Enfin, l’injection des rétentats (à partir de 500 Da) sur un système composé 

d’une colonne SEC HiLoad® 26/600 Superdex® 200 pg placée en série avec deux 

colonnes SEC Hi Load Superdex® 75 pg montre une séparation entre oligomères 

chargés (cette première fraction concentre la lignine) et neutres élués en dernier car 

avec un plus petit volume hydrodynamique. Dans l’optique d’une application 

nutraceutique, les liqueurs de résineux sont plus faciles à valoriser car la fraction 

neutre représente 90% du rétentat et correspond à des galactoglucomannanes 

acétylés. Que ce soit dans les perméats ou les rétentats des hydrolysats de feuillus, il 

est plus difficile d’isoler des fractions contenants uniquement des xylanes acétylés. 

Perspectives 

Concernant la méthode pour le calcul des masses molaires en GPC MALS, les 

différentes méthodes utilisées pour pallier aux problèmes d’agrégats ont chacune 

des inconvénients. Une filtration plus longue dénature l’échantillon et engendre des 

pertes en oligomères même si elle améliore la séparation. Il s’agit d’un exemple 

typique montrant la limitation de l’analyse des sucres à cause de la présence de 

lignine. Ce phénomène est aussi probablement dû au fait qu’une part des oligomères 

extraits est insoluble. Dans ce cas, le « FFF » dit Fiel Flow Fractionation ou 

Fractionnement par couplage Flux-Force est un outil à envisager tant pour sa qualité 

d’analyse adaptable au type de macromolécules que l’on souhaite caractériser, que 

pour sa capacité à les séparer à la manière d’une filtration tangentielle. On peut donc 

penser à remplacer la colonne par un système d’élution sans phase stationnaire étant 

donné que la nature de l’échantillon ne convient pas à l’analyse.  

Les efforts doivent être portés sur la purification et le fractionnement des 

hydrolysats de feuillus. Les xylo-oligosaccharides étant reconnus comme potentiels 

prébiotiques, au vu de la proportion des xylanes neutres et chargés, il serait 

intéressant de trouver un moyen de casser les complexes lignine hydrates de 

carbone et de tester biologiquement le potentiel des méthylglucuronoxylanes 

acétylés dépourvus de lignine. Au même titre que les oligosaccharides pectiques de 

type rhamnogalacturonanes. Dans cette optique il est nécessaire de pouvoir mieux 

isoler et quantifier ces complexes. En effet, au vu des signaux UV et RI obtenus par 

chromatographie d’exclusion stérique des rétentats sur 1 kDa et traités au charbon 

actif, il est clair que ces complexes semblent avoir un large spectre de masses 



 

 

molaires et quasi identique à celui des sucres. L’optimisation de l’utilisation d’une 

colonne de charbon actif alliée à la filtration membranaire peut-être utile. On peut 

aussi effectuer des adsorptions après ultrafiltration et non avant, en utilisant un 

charbon actif avec des pores plus gros. Enfin, l’utilisation de résines amberlite de 

type XAD doit être envisagée pour l’élimination de la lignine récalcitrante. 

Le plus important si l’on souhaite valoriser les hydrolysats de bois dans le 

domaine de la santé humaine est de pouvoir fractionner certains DP notamment 

entre 2 et 10. Un aspect essentiel à poursuivre consiste en l’hydrolyse enzymatique 

des pâtes de bois et des hydrolysats, afin de mieux isoler et caractériser les 

oligosaccharides solubles. Ce type d’échantillons montre une aptitude beaucoup plus 

grande à être fractionné par chromatographie d’exclusion stérique que les 

hydrolysats non traités à l’aide d’une ou plusieurs enzymes. Les plus hautes masses 

molaires étant globalement plus difficiles à séparer que les petites, cette 

biotechnologie doit être utilisée en synergie avec l’adsorption au charbon actif et 

l’ultrafiltration pour être optimisée.  
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RÉSUMÉ 

 

ABSTRACT 

Facing climate change and the near end of the oil age led us to rethink our 

consumption patterns and energy models, to insure a sustainable future four human beings. 

In this way, the biorefinery plays an important role and is a key concept to bring a part of the 

solution, exploiting the potential of biomass, which is renewable and widely available, for 

energy production and chemicals, materials, human health, and agri-food products 

manufacturing. Hence, this project aims at valorizing wood hemicelluloses in the frame of a 

lignocellulosic biorefinery integrated in a kraft pulp mill. These are complex 

heteropolysaccharides accounting for one third of wood and ones of the most abundant 

biopolymers on earth. Both softwood and hardwood chips industrial mixtures are used for 

hemicelluloses oligomers extraction prior to the kraft process through a low-tech and green 

process (without using any chemicals) named autohydrolysis. This pretreatment step allows 

for the solubilization of oligosaccharides, monosaccharides, lignin fragments and other small 

molecular weight organic compounds and is the only one used at an industrial scale to 

produce hemicelluloses from wood. The chemical composition of these wood hydrolysates 

depends much on wood species and autohydrolysis severity. The main objective of the thesis 

is to design a sort of universal scheme of analytical methods that can be applied to any kind 

of hydrolysate in order to identify, quantify and isolate its hemicelluloses families. 

The study of the molecular diversity of soluble oligosaccharides containing liquors 

produced at high and low temperature (170 and 150°C) is based on several purifications’ 

steps before analysis. First of all, membrane filtration is used with different molecular weight 

cut-offs to classify and separate oligomers and impurities according to their size. In a second 

part, soluble lignin and sugar degradation products generated during autohydrolysis are 

removed by adsorption on activated charcoal. Less polydisperse and 99% pure 

oligosaccharides mixtures are thus obtained thanks to the optimization and combination of 

these two techniques of purification. Nevertheless, big losses of hemicelluloses are triggered  

by these treatments between 70 and 80% compared to the raw hydrolysate. In the end, the 

last chapter of experiments deals with the final purification and characterization steps of 

these purified samples which are performed by size exclusion liquid chromatography and 

mass spectrometry analyses. This chromatographic technique operating at low pressure is an 

interesting tool for the separation of neutral oligomers from hexuronic acid substituted 

oligomers in both hardwood and softwood extracts. Also, elimination of recalcitrant lignin 

carbohydrates complexes was achieved for some fractions as well as the isolation of specific 

bioactive molecules of low degree of polymerization (potential nutraceutical applications). 

Key words : Biorefinery, Hemicelluloses, Soluble Oligosaccharides, Wood Chemistry, 

Analytical Chemistry, Activated Charcoal, Ultrafiltration, GFC-SEC, MALDI-TOF MS, GC-FID, 

HPAEC-PAD 

 



 

 

RESUME 

La définition de nouveaux modes de consommation et la fin progressive de l’ère 

pétrolière s’imposent à nous comme piliers pour assurer un avenir soutenable aux 

générations futures. C’est dans ce sens que la bioraffinerie au sens large a un rôle majeur à 

jouer aujourd’hui et qu’elle a été désignée comme concept clé d’exploitation durable d’une 

ressource renouvelable qu’est la biomasse végétale pour la production d’énergie, de 

matériaux et de produits chimiques, mais aussi de produits pour l’alimentation animale et la 

santé humaine. Dans ce contexte, cette thèse vise à valoriser les hémicelluloses du bois dans 

le cadre d’une bioraffinerie lignocellulosique intégrée à la production de fibres de cellulose. 

Ces hétéropolysaccharides complexes représentent 30% du bois et sont les deuxièmes 

biopolymères les plus abondants sur terre. Dans ce projet, ils sont donc extraits par 

solubilisation en amont du procédé papetier par un prétraitement nommé autohydrolyse. Ce 

traitement relativement propre car consommant peu d’énergie et n’utilisant aucun produit 

chimique, est choisi pour la production d’hémicelluloses à partir de mélanges de copeaux de 

bois industriels de feuillus et de résineux. Il s’agit du seul moyen de production 

d’hémicelluloses issue du bois déjà utilisé à échelle industrielle. La caractérisation des 

hydrolysats résultants est complexe car ils contiennent des composés de nature chimique 

très différente dont la composition varie grandement avec l’essence de bois et la sévérité du 

traitement. Le principal objectif de cette thèse est de définir un schéma de méthodes 

analytiques applicable et adaptable à tout type d’hydrolysat, afin d’en isoler et cartographier 

les familles d’hémicelluloses. 

L’étude de la diversité moléculaire des oligosaccharides solubles contenus dans ces 

autohydrolysats de bois, produits à basse et haute température (150 et 170°C), passe par 

plusieurs étapes de purification et d’analyse. D’abord les oligomères sont classés et séparés 

des impuretés en fonction de leur taille grâce à l’emploi de l’ultrafiltration membranaire. Puis 

la lignine et les produits de dégradation des sucres formés lors de l’autoprotolyse sont 

éliminés des hydrolysats par adsorption sur des grains de charbon actif. L’optimisation et la 

combinaison de ces deux techniques de purification adaptées à l’essence de bois et la 

température d’extraction utilisées permettent ainsi d’obtenir des mélanges 

d’oligosaccharides moins polydispersés que l’hydrolysat de départ et purs en 

oligosaccharides d’hémicelluloses à 99%. Cependant ces traitement engendrent des pertes 

en oligosaccharides, de l’ordre de 70 à 80% en masse sèche par rapport à l’hydrolysat de 

départ. Elles sont dues à l’adsorption sur le charbon actif ou au passage à travers les pores 

des membranes de filtration. Ces mélanges sont donc plus aptes à être fractionnés par 

chromatographie liquide d’exclusion stérique et analysés par spectrométrie de masse. Il 

s’agit de la dernière partie expérimentale de cette étude. La chromatographie d’exclusion 

stérique a notamment permis la quantification et la séparation entre oligomères chargés 

d’acides hexuroniques et oligomères neutres à la fois des hydrolysats de feuillus et de 

résineux produits à haute température. Pour certaines fractions l’élimination des complexes 

lignine hydrates de carbone récalcitrant à l’adsorption au charbon actif a pu être réalisée 

ainsi que l’isolation de certaines molécules bioactives de faible degré de polymérisation 

(valorisables en produits nutraceutiques). 

Mots clés : Bioraffinerie, Autohydrolyse, Hémicelluloses, Oligosaccharides Solubles, Chimie 

du Bois, Chimie Analytique, Charbon Actif, Ultrafiltration, GFC, MALDI-TOF MS, GC-FID, 

HPAEC-PAD 


