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CORK FROM EVERY ANGLE

Cork is a natural material that has been used since the Antiquity to seal
amphorae and nowadays, it is still the most used material to seal wine bottles.
Despite its empirical use, the structure/function relationship of this material is
not yet clearly established. A more detailed characterization of cork structure
represents therefore a key element in gaining a better understanding of the
structure/function relationship. Such approach will also help to predict the
behavior of cork during its use as an oenological stopper.

This work presents the latest advances in the characterization of this porous
material through a multi-scale investigation. On a mesoscopic scale, X-ray
tomography highlighted the macroporosity of cork, named lenticels, and
their distribution within a full cork stopper. 3D reconstruction revealed that
macropores are not interconnected along the length of a cork stopper. On
a microscopic scale, the change between the phellem cells and the lenticels
was revealed using two-photon microscopy. Cell differentiation was found to
take place on a single layer of cells bordering the lenticel, having a cell wall 10
times thicker than those of the phellem and a different chemical composition.
Finally, on a nanoscopic scale, transmission electron microscopy exhibits the
structure of the cell wall, with the presence of obstructed plasmodesmata, small
channels running through the cork cell wall. Such multi-scale characterization
of cork structure has thus provided essential information to better understand

the unique mechanical and barrier properties of this natural material.
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Macroporosity, X-ray and neutron tomography.
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Le liege est un matériau naturel utilisé depuis I'Antiquité pour le bouchage
des amphores, qui est aujourd’hui toujours maijoritaire sur le marché des
obturateurs ocenologiques. Malgré son utilisation empirique, la relation
structure/fonction de ce matériau n’est toujours pas clairement établie. Une
caractérisation plus fine de sa structure constitue ainsi un élément clé pour
permettre de mieux appréhender cette relation structure/fonction, et de
I'utiliser  terme comme élément permettant de prédire le comportement du
liége au cours de son utilisation en tant qu’obturateur cenologique.

Ce travail présente les derniéres avancées relatives a la caractérisation
de ce matériau par une approche multi-échelle. Tout d'abord, a I'échelle
mésoscopique, la tomographie a rayons X a permis de mettre en évidence
la macroporosité du liege, constituée de lenticelles, et leur distribution
au sein d'un bouchon en liege. Les reconstructions 3D de ces analyses ont
révélé que ces macropores n'étaient pas interconnectés sur la longueur du
bouchon. A I'échelle microscopique, la frontiére entre les cellules du phelleme
et celles en surface des lenticelles a été mise en évidence par microscopie
biphotonique. La différenciation cellulaire au niveau des lenticelles s'opére sur
une unique couche de cellules, qui présentent une paroi 10 fois plus épaisse et
une composition chimique différente de celles du phelleme. Enfin a I'échelle
nanomeétrique, la microscopie électronique & transmission a permis de
révéler la structure des parois des cellules, qui présentent & certains endroits
des plasmodesmes. Cette caractérisation multi-échelle de la structure du
liege a permis de fournir des informations essentielles pour mieux expliquer

les propriétés mécaniques et barriere remarquables de ce matériau.

MOTS CLES

Liege, Macroporosité, Microscopie biphotonique, Microscopie électronique

a transmission, Structure alvéolaire, Tomographie a rayons X.
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Le liege est un matériau naturel produit par le chéne liege Quercus suber L. ||
est issu de la partie externe de son écorce et est constitué de cellules mortes
dépourvues de cytoplasme ou d'autres organites contenus habituellement
dans les cellules vivantes. Leur structure a été observée pour la premiére fois
au microscope dans les années 1660 par Robert Hooke, qui a donné par la
suite le nom de « cellule » & l'unité biologique de tous les étres vivants [1]. ce
n‘est que 300 ans plus tard que Gibson et al. [2] se sont intéressés de plus prés
a cette structure alvéolaire caractéristique et ont ensuite décrit précisément
la forme de ces cellules selon les trois axes d'observation du liege : axial, radial
et tangentiel.

Le liege présente la particularité d'avoir une porosité constituée de
macropores plus ou moins cylindriques, visibles a I'ceil nu et de l'ordre de
quelques millimeétres de diameétre, dénommeés lenticelles. Celles-ci permettent
de favoriser les échanges gazeux entre I'extérieur et l'intérieur de l'arbre et
d’'assurer ainsi la survie et le renouvellement des cellules. Aprés la récolte du
liege, tous les 9 ans environ, ces lenticelles constituent I'un des principaux
critéres visuels d'évaluation de la qualité de ce matériau. Moins elles sont
nombreuses en surface, et plus le liege est considéré de qualité élevée. Ce tri
visuel du liege, et des bouchons qui en sont issus par tubage selon la direction
axiale, demeure trés empirique. A ce jour aucun lien n‘a été clairement établi
dans la littérature entre le nombre de lenticelles, leur taille, leur répartition
le long d'un bouchon et les propriétés barriéres et/ou mécaniques de ce
matériau. Aussi, une connaissance approfondie de la structure de ce matériau
s'avere cruciale pour appréhender plus finement les phénoménes de transfert
de matiére (0, CO,, eau..) lors de I'utilisation du liége en cenologie, ainsi que
la réponse mécanique du liege lorsqu'il est comprimé dans le goulot d'une
bouteille (ce qui entraine alors une réduction de diametre de 23%).

Cet article a pour objectif de présenter les derniéres avancées relatives a
la caractérisation de ce matériau par une approche multi-échelle réalisée
au moyen de techniques d'imagerie, permettant chacune d’apporter des

éléments complémentaires sur la structure de ce matériau.
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2.1. Les bouchons en liege
Les bouchons en liege naturel, issus du chéne liege Quercus suber, ont été
fournis par la société Bouchons Trescases S.A. (France). Les bouchons analysés
n‘avaient subi nilavage ni traitement de surface avant analyse et possédaient
tous les mémes caractéristiques dimensionnelles (24 mm de diamétre et 49
mm de longueur). Deux qualités de liége ont été étudiées : un liége de trés
bonne qualité (grade 0), présentant peu de lenticelles en surface, et un ligge

de qualité moindre (grade 4), présentant plus de défauts apparents.

2.2. Etude de la structure a I'échelle macroscopique par tomographie

a rayons X
Des échantillons de liege ont été soumis & des scans micro-CT via le systeme
micro-CT Phoenix Nanotom (General Electric, Heidelberg, Allemagne) qui
permettent une reconstruction 3D de I'objet & partir d'une série de mesures
par rayons X depuis I'extérieur de cet objet. Le tube a rayons X a été réglé a 45
kV et 445 pA pour tenir compte de la faible densité du matériau. 2400 images
de projection ont été capturées avec un temps d’exposition de 500 ms sur
une rotation de 360 degrés avec une résolution de 12 pm. Le logiciel Octopus
Reconstruction 8.9.2 (XRE, Gent, Belgique) a été utilisé pour la reconstruction
dimages.
Les objets 3D reconstruits ont ensuite été analysés avec le logiciel Aviso
(ThermoFischer Scientific, Bordeaux, France) et un double seuilloge a été
appliqué pour le calcul de la macroporosité du liege. Le premier seuillage a
été appliqué pour isoler la partie creuse des lenticelles (de 1a 10 sur I'échelle
de gris) et un autre pour la matiere dense autour de ces dernieres (de 130 &
250 sur I'échelle de gris). Le nombre de voxels correspondant & ces deux seuils
distincts a ensuite été déterminé afin de calculer le volume occupé par cette

macroporosité.



Revue Frangaise d’'HistoTechnologie 2024 - Vol. 36 - n°l

2.3. Etude de la structure cellulaire a I’échelle microscopique
2.3.1. Microscopie électronique & balayage
Les cellules de liege ont été observées par microscopie électronique d
balayage (MEB) & l'aide d’'un microscope Jeol JSM 7600F (15 kV). Avant
observation, les échantillons de liege ont été découpés a l'aide d'une lame
de rasoir et recouverts d'une couche de carbone de 15-20 nm d’épaisseur.
L'acquisition d'images a été réalisée selon les trois plans du liege afin de tenir
compte de l'anisotropie de ce matériau.
2.3.2. Microscopie biphotonique

La microscopie biphotonique a été utilisée afin d’obtenir une représentation
3D de la structure interne du liege basée sur I'auto-fluorescence de la lignine
et de la subérine [3]. Les échantillons de liége ont été au préalable immergés
pendant plusieurs mois dans de I'eau distillée a 25 °C, afin d’atteindre une
teneur en eau élevée pour améliorer I'acquisition des images. Ces dernieres
ont été collectées al'aide d'un microscope a balayage Nikon Al1-MP équipé d'un
objectif Plan APO IR x60 (NA:1,27, immersion dans I'eau, Nikon) & une vitesse de
balayage de 1image par seconde. Un laser IR (Chameleon, Coherent) a été
utilisé pour fournir une excitation de 800 nm. L'émission d’auto-fluorescence
du liege a été recueillie sur quatre canaux de détection : FF01-492/SP (400-
492 nm), FF03-525/50 (500-550 nm), FFO1-575/25 (563-588 nm) et FFOI-
629/56 (601-657 nm) (Semrock). La représentation 3D a ensuite été obtenue

par superposition d'images scannées sur une épaisseur d’environ 140 pm.

2.4. Etude des parois a I'échelle nanoscopique par microscopie
électronique a transmission

Les échantillons de liege ont été congelés sous haute pression dans un
congélateur Leica HPM 100. Les échantillons ont été fixés au tétroxyde d’'osmium
d 2 % dans de l'acétone a -90 °C pendant 48 heures. La température a été
progressivement augmentée a -60 °C pendant 46 h puis & -30 °C pendant
10h avec le méme fluide (3 °C.h"). Les échantillons ont ensuite &té rincés avec
de l'acétone pur a -30 °C puis infiltrés progressivement avec des mélanges
de résine acétone/Epon en augmentant la concentration de résine ainsi que

la température jusqu’'a 20 °C. La polymérisation a été effectuée a 60 °C. Des
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coupes fines de 86 nm * 4 nm d’épaisseur ont été réalisées dans des blocs
d’échantillons de liege enrobés dans I'Epon. Elles ont été déposées sur des
grilles de cuivre recouvertes de collodion et d'un film carbone. Les coupes ont
été colorées avec de I'Uranyless pendant 8 minutes et du citrate de plomb
pendant 2 minutes (Electron Microscopy Sciences). Les sections ont été
observées avec un microscope électronique a transmission Hitachi H7500
fonctionnant a 80 kV et équipé d'une caméra AMT pilotée par le logiciel
AMT (Hitachi).

3.1. Quantification et répartition des lenticelles dans le liege

La quantité de lenticelles en surface représente le principal critére définissant
la qualité du liege. Alors que le tri des bouchons en différentes catégories
était initialement réalisé a la main par des ouvriers qualifiés, de plus en plus
de bouchonniers se sont équipés d’outils de traitement d'image permettant
un tri automatique des bouchons. Deux grandes techniques sont utilisées &
I'neure actuelle chez les professionnels du secteur : 'imagerie 2D de la surface
des bouchons qui permet ainsi de quantifier les lenticelles apparentes ; et la
radiographie par rayons X, qui a 'avantage de sonder l'intérieur du matériau
et d'avoir ainsi une représentation cumulée des défauts en surface et a
I'intérieur du bouchon.

Cependant, ces techniques ne permettent pas de considérer la répartition
de cette macroporosité au sein des bouchons en liege. Pour évaluer cette
derniére, la tomographie s’avere étre la seule technique disponible aujourd’hui.
Les tomographies a rayons X réalisées sur des bouchons entiers sont
présentées dans la Figure 1. Commme attendu, le bouchon de qualité inférieure
(grade 4) présente plus de lenticelles que la structure du liege de meilleure
qualité (grade 0). Les macroporosités calculées pour ces échantillons s'élévent
a2 % (v/v) et 8% (v/v) pour le bouchon grade 0 et grade 4, respectivement.
Ces résultats sont similaires d ceux des travaux de Lagorce-Tachon et al.,

[4] et Oliveira et al, [5] basées sur la tomographie & neutrons ou a rayons
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24 mm

49 mm

Bouchon en liege — Grade O Bouchon en liege — Grade 4

Figure 1: Tomographie & rayons X de deux bouchons de liége grade 0 (meilleure qualité) et grade 4
(qualité inférieure). Pour chaque échantillon, la surface ainsi que la macroporosité interne (éléments

colorés) du bouchon sont représentées (adaptée de Crouvisier-Urion et al,, [12]).

X, pour lesquels les volumes poreux calculés allaient de 2 a 5,9 % (v/v) pour
les bouchons de haute qualité et de 2,6 a 20,5 % (v/v) pour des bouchons
de qualité moindre. Par ailleurs, la répartition de ces lenticelles le long du

bouchon a pu étre observée et une absence d’interconnectivité a été notée.

3.2. Structure cellulaire et frontiére phelléme/lenticelle
La structure cellulaire du liege a été observée par microscopie électronique
a balayage dans les trois directions du matériau (Figure 2). Selon les
directions tangentielle et axiale, les cellules de liege présentent une forme
parallélépipédique, d'une longueur de 40 pm pour une largeur de 25 pm en
moyenne. Selon ces deux axes, on peut constater la présence d’ondulations
sur la longueur des parois cellulaires selon I'axe tangentiel. L'axe radial se
distingue des deux autres par la forme hexagonale des cellules, avec une
structure cellulaire, dite en nid d'abeille. Il convient de noter que la géométrie
cellulaire n'est pas constituée uniquement d’hexagones parfaits, mais
présente également des pentagones plus ou moins déformés [6]. En outre,

la taille et la forme de ces cellules sont par ailleurs trés bien décrites dans
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Figure 2 : Représentation des trois axes du liége avec les observations par microscope électronique &

balayage des plans cellulaires associés : axial ; radial ; tangentiel (adaptée de Gerometta et al,, [25]).

la littérature [7, 2, 8, 9] et cette structure cellulaire orientée selon 3 plans
demeurent trés proches de celle du bois [10].

Méme si la microscopie électronique a balayage permet d'observer la forme
et la taille des cellules de liege, la différentiation avec les lenticelles n'est pas
accessible en utilisant cette technique. La microscopie biphotonique, basée
sur 'autofluorescence des composés, est couramment utilisée pour observer
des cellules végétales ou animales. En effet, les parois des cellules de liege sont
composées de lignine et de subérine, qui sont deux fluorophores naturels. Ces
composés fluorescent sur une gamme d'émission de 440 d 540 nm et de 460 &
500 nm, respectivement [11, 3], et conférent donc au liégge une autofluorescence
naturelle qui peut étre facilement observée par microscopie biphotonique.
Cette méthode d'imagerie a ainsi permis non seulement d'obtenir des images
2D des cellules de liege, mais aussi une représentation 3D de cette structure d
I'échelle cellulaire sur quelques dizaines de micrométres (Figure 3).
L'utilisation de cette technique a permis une avancée majeure dans la
compréhension de la structure cellulaire de ce matériau, en différenciant
clairement les cellules du phelleme des cellules présentes au niveau des

lenticelles. Ainsi, les cellules situées a la frontiere entre le phelleme et les
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lenticelles présentent des parois dix fois plus épaisses, d’environ 10 ym, contre
1 um pour la paroi des cellules du phelléeme. Par ailleurs, cette différenciation
cellulaire ne s’effectue que surune unique couche de cellules,commele montre
la Figure 3. La forme et la composition chimique des cellules composant les
lenticelles sont €galement tres différentes de celles du phelleme.

Elles ne présentent plus une forme bien définie, parallélépipédique ou
hexagonale selon les directions, mais semblent plus s‘apparenter & des
spheres ou a des ellipses. Par ailleurs, la différence de fluorescence observée,
entre le phelléeme et les lenticelles, indique qu’une variation de composition
chimique en serait & l'origine. Dans I'étude de Crouvisier-Urion et al. [12],
I'imagerie a été couplée a une analyse de la composition chimique de la paroi
cellulaire par XPS (Spectrométrie Photoélectonique X). Les résultats ont révélé
une différence significative entre le phelleme et les lenticelles. Les parois
cellulaires bordant les lenticelles présentaient une teneur en carbone plus
élevée (rapport C/O de 4,28 + 0,16) par rapport a celles du phelléme (rapport
Cc/0 de 3,79 £ 0,09) indiquant un changement de composition chimique da &

la différenciation des cellules.

Phelleme \\

Lenticelle

l'arbre

Extérieur de

Varbre

Phelleme

Lenticelles

Figure 3 : Structure cellulaire du liege observée par microscopie biphotonique selon les directions

axiale (A), radiale (R) et tangentielle (T) (adaptée de Crouvisier-Urion et al,, [12]).
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3.3. Exploration des parois cellulaires a I'échelle nanométrique
La Figure 4 montre une observation de la paroi cellulaire du liege par
microscopie électronique & transmission (MET). En accord avec les données
de la littérature [13, 14], quatre couches sont observées au sein de cette paroi
cellulaire : la lamelle moyenne (ML), la paroi primaire (P1), la paroi secondaire
(P2) et la paroi tertiaire (P3). La paroi primaire, trés fine, apparait a la périphérie
delalamelle centrale et demeure difficile & distinguer. Par ailleurs, la différence
de contraste observée sur les images de MET met en évidence une différence
de composition chimique entre ces couches constitutives. En outre, le cliché
MET sélectionné met en évidence un plasmodesme traversant une paroi
cellulaire. En ce qui concerne la forme et la structure de ces plasmodesmes, ils
sont généralement non ramifiés, avec un diametre d’environ 50 + 10 nm, et ne

sont pas toujours uniformément répartis le long de la paroi cellulaire du liege.

— Paroi tertiaire plus épaisse

~_ Plasmodesmes

Figure 4 : Paroi cellulaire observée par microscopie électronique a transmission (MET): lamelle
moyenne (ML), paroi primaire (P1), paroi secondaire (P2) et paroi tertiaire (P3). Limage MET sélec-

tionnée met en évidence un plasmodesme traversant la paroi cellulaire.
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Le liege est un matériau naturel, anisotrope, tres hétérogene, dont I'exploration
de la structure permet de contribuer @ une meilleure compréhension de la
relation structure [ fonction de ce matériau. L'étude de la structure interne
du liege par tomographie a rayons X a montré que la quantité de lenticelles
était plus importante dans le liege de moindre qualité. La méthode de tri
actuellement utilisée sur ligne de production demeure donc appropriée.
Toutefois, les valeurs de macroporosité calculées pourraient étre améliorées
gr@ce a l'automatisation du traitement dimages. Les niveaux de seuillages
appliqués dans cette étude étant arbitraires, on estime & 10 % I'erreur qui peut
étre faite sur le calcul des volumes macroporeux.

La tomographie a rayons X a également permis d’avoir acces a la répartition
des lenticelles qui en constituent la macroporosité. Comme discuté dans la
section 3., les lenticelles ne sont pas interconnectées, ce qui signifie qu'il Ny
a pas de chemin préférentiel pour les gaz, comme l'oxygéne, au sein d’'un
bouchon en liege de qualité grade 0 ou grade 4. Ce premier résultat est
capital lorsque I'on s'intéresse a la diffusion des gaz au sein de ce matériau.
En effet, lors de la conservation des vins en bouteilles, 'oxygéne présent dans
'atmosphére va diffuser au travers du systéme d’obturation (constitué du
goulot et du bouchon), et entrainer par la suite des réactions d’oxydation
dans le vin. Ce transfert d’'oxygéne peut s’effectuer le long de l'interface entre
le goulot en verre de la bouteille et le bouchon, mais également au travers du
matériau, et donc des parois cellulaires le constituant [15-19]. Cette absence
d’interconnectivité entre les lenticelles indique de ce fait, qu’au cours de la
diffusion de I'oxygéne, ces molécules devront obligatoirement traverser cette
phase dense, constituée des parois cellulaires, qui constitue ainsi I'étape
limitante autransfertde matiere [20—24].Acejour,c1ucune étude expérimentale
n’‘a permis de mettre en évidence le réle des lenticelles dans ces phénomeénes
de diffusion. L'utilisation d’outils de modélisation permettraient d’appréhender
leur contribution et ainsi de mieux comprendre les entrées d'oxygene dans

une bouteille.
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Enfin, & I'échelle nanoscopique, une matiére dense au sein des plasmodesmes
a été observée. Dans les cellules végétales vivantes, ces canaux ont pour
objectif d’'assurer la circulation des métabolites entre les cytoplasmes des
cellules voisines. Les cellules de liege étant mortes, la présence de cette phase
dense est liée la subérisation rapide des parois qui est suivie de I'obstruction
des plasmodesmes. Afin d'aller plus loin dans la caractérisation de ces
plasmodesmes, la tomographie électronique pourrait étre utilisée. En effet,
cette technique permettrait d’avoir acces a la structure d'un plasmodesme
en trois dimensions, et d'évaluer ainsi sa structure pour compléter les modéles

mathématiques de diffusion.

Pour conclure, ce travail a permis d'effectuer une analyse multi-échelle
de la structure du liege en couplant différentes techniques d'imagerie. La
tomographie & rayons X, bien adaptée & I'analyse de la macroporosité du
bouchon de liege, a permis de déterminer la fraction volumique des lenticelles
al'intérieur du matériau. La qualité du liege, déterminée a partir de la quantité
delenticelles en surface, est assez représentative de la porosité interne du liege
pour les échantillons sélectionnés dans cette étude. En outre, la tomographie d
rayons X a également montré une absence d’interconnectivité des lenticelles
qui constitue un point capital pour comprendre les mécanismes de transfert
de matiére au travers de ce matériau naturel.

La caractérisation des cellules du phelleme a été réalisée par microscopie
électronique et biphotonique. Ces deux techniques ont permis de révéler
des différences de structure entre les cellules composant le phelleme et les
lenticelles, la différentiation cellulaire s’opérant sur une unique couche de
cellules avec une paroi cellulaire dix fois plus épaisse. A I'échelle nanométrique,
les plasmodesmes ont été étudiés et une phase dense au sein de ces canaux
a été identifiée. Cette approche d'imagerie multi-échelle a ainsi permis de
mieux comprendre la structure du liege qui est essentielle pour appréhender

les relations structure [ propriétés de ce matériau naturel (Figure 5).
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Flux d’oxygéne au travers di

@ : molécule de dioxygene -:paroi ceIIulaireO: cellule de liege

D.,: coefficient de diffusion dans D, coefficient de diffusion au
les cellules vides travers des parois cellulaires

Figure 5 : Représentation schématique des phénoménes de diffusion de I'oxygéne dans les cellules

de liege.
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