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Présentation du fichier, file, : ‘Les polymères végétaux, second volume : part 1’ 
 
Ce fichier numérique assemble les 176 pages de 7 
chapitres extraits d’un livre ‘ancien’, publié en 
1980, et 16 revues plus récentes, 299 pages, centrés 
sur le thème ‘Lignines, parois cellulaire et produits 
lignifiés’ (fig.). Ce ‘montage informatique’ permet 
de mettre à jour les données et connaissances de 
données et d’en suivre l’évolution spécifique. Le 
cadre des procédures et bases documentaires 
ReDoc, illustré en ‘part 2’, permet des ‘mise à jour 
bibliographique’ personnalisées bien plus générales. 
Le format pdf retenu ici permet les copié- collés, 
accélère les révisions de fichiers après recherches 
sur ‘mot clés’ trouvés dans les textes et références 
par moteurs de recherche. Cela n’affecte hélas pas 
la compréhension des concepts, difficulté débattue 
dans la revue numérisée ici n° 5. La fenêtre 
‘Recherche PDF’ (fig) montre le résultat d’une telle 
recherche sur le concept d’hétérogénéité conduite 
sur deux d’entre des ‘mots clés’ correspondant 
possibles, ici français et anglais abrégés (*) : autre 
difficulté pratique, revue déjà aussi en n° 5. 

This numeric file assemble the 176 pages of 7 
chapters extracted from an ‘old’ book, 1980 edition, 
and 16 more recent reviews, 299p., concerning the 
theme ‘Lignins, lignified cell walls and products’ 
(fig.). This ‘informatic way’ allows to update as 
survey the specific evolution of both data and 
knowledges. The frame of the ReDoc procedures 
and bases, illustrated in ‘part 2’, allows much more 
extended personal updating. The pdf format here 
chosen, allows copy-paste procedures, make faster 
the file’s revisions after researches of key-word 
found in texts and references by ‘research motors’ 
without alas however the understanding of 
concepts, problem soon debated in the numerized 
review, number 5. The ‘Recherche PDF’ window 
(fig) shows the result of such a research on the 
concept of heterogeneity based on two of some 
possible related ‘key words’, french and english 
abridged (*) : another practical problem also soon 
reviewed in n° 5 

                                                                                                                                                        (*)° 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Table des matières (fenêtre ‘Recherche’): 
chaque ‘cible’ est accessible par ‘simple clic 
gauche’ sur son titre surligné via les ‘signets actifs’ 
ouvrant vers  le contenu du sous- paragraphe. 

Table of content (‘Research’ window): 
each ‘item’ is open by ‘single left clic’ on its 
overlined title  via the ‘active bookmarks’ opening 
then the sub-section content. 
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    Ce fichier présente les copies autorisées de six des chapitres  du livre original épuisé; les autres chapitres, voir 'table des matières', sont par ailleurs disponibles à la demande. Ces six chapitres concernent  les polymères polyphénoliques végétaux et   la  cytologie pariétale ciblés dès lors sur le thême ' structure et organisation  macromoléculaire' et dnnc aussi 'auto- assemblage' ou 'auto- organisation'.     Numérisé sous .pdf, cet 'extrait de livre '  peut ainsi  être coupé-copié-collé et surtout  exploré par tout moyen informatique. Il devient  ainsi complémentaire de fichiers 'ReDoc' ciblés sur les lignines, les parois végétales et les produits lignifiées', composés  pour diffusion intranet  dans le cadre d'une mission INRA à B. Monties. De ce fait ce 'fichier extrait' doit être considéré comme un premier chapitre de ce Volume 2 (part 1)  introductif  à un second fichier  sous format .pdf , ici à la suite, édité dans ce cadre, par assemblage informatique de 16 revues publiées sur ce thême depuis 1981. Cet assemblage permet aussi  d'illustrer les possibilités d'actualisation, 'Révison sous ReDoc',  de livres et fichiers numérisés. Ce dernier aspect est précisées aussi dans la 'part 2- Vol. 2' du  Second volume de 'LES  POLYMERES  VEGETAUX '; ici débute  donc le cycle de liens commentés correspondant sur ce thême à ces objectifs, cliquer l'  encadré bleu tireté.  
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Paris, le 10 octobre 2005 Monsieur Bernard MONTIES
36, route du Pontel
78760 JOUARS PONTCHARTRAIN

Votre oulrage : < Les polymeres v-égétaux > Bordas 1980. Epuisé.
Collection Biochimie Appliquée/Gauthier-Villars

Cher Monsieur, 
-

A la suite de votre appel téléphonique de cejour, nous vous confirmons bien
volontiers que vous pouvez exploiter toute ou partie de votre ouwage sur un site
intemet, comme vous l'entendez.

En espérant vous avoir donné satisfaction, veuillez agréer, Cher Monsieur,
I'expression de nos meilleurs sentiments.

\^^ .

Maryvorme Vitry
Droits Etrangers et Dérivés
e-rnail : rn.vitry@duncd.com
8 + 3 3 ( 0 ) t  4 0 4 6 3 s s 0
Fax + 33 (0)l 40 46 49 95

[ ,

DUNOD ED]TEUR. 5 rue Lâromi€uière, 75240 Pâris Cedex 05 . Té1. :  +31 (0)l  40 46 35 00. Fax: +33 (0)l  40 46 49 95. http:/ /www.dunod.com
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I  ndex

- A -

Accroissement annuel, 32O
Acétyfation, 97. 98, 234, 24O, 261,

265
Acides benzorque. 125, 148

chebulique, 253, 256, 257
cinnamique,  15O
effagique,  253,  256,  257,  271
gaf acturoniqu e, 233 , 235
gal l ique,  253,  253,  257,  271,
2 7 2 , 2 8 3
g lucu ron ique ,  16 ,  11O,  113 ,
303
guluronique,  293,299
hexahydroxydiphénique, 2 56
hydroxycinnamique, Xll, 1 25
mannuronique,  293,299
périodique, 97
polygalacturonique, 1 67, 233
sul fur ique,  3O3,  31 1 ,  31 5
u ron ique ,  X l l ,  1  1O,  157 ,  172 ,
2 9 1 , 3 0 3
valonique, 253, 256. 257

Aèidofyse,  126,  129,  136,  142
A fg ina tes ,  41 ,61 .  291  à  303
Algues.  ' l  ,  41 ,  43,49,  53,  55,  74,  77 ,

80 ,  289  à  339
A m i d o n ,  V l l l ,  9 ,  1 4 ,  1 5 .  2 0 , 1 1 2 , 1 7 6  à

229
Amy fase  A lpha ,  195  à  198 ,2OO,  219 ,

220
Amylase Beta, 195 à 20O
Amyloglucosidae, 196, 2OO
Amylopect ine,  Xl l ,  183 à 186,  188 à

1 9 0 ,  1 9 5 ,  1 9 9  à  2 0 2 , 2 0 4 , 2 0 8

A m y l o s e ,  1 7 9 ,  1 8 1  à  1 8 3 ,  1 8 9 ,  1 9 0 ,
1 9 5 ,  2 0 1 , 2 0 2 , 2 0 � 4 , 2 0 8

Anhydroglucopyranose (g lucopyrano-
s y l ) , 6 9 ,  1 8 1 , 1 8 3 ,  1 8 4 ,  1 9 0

Anthocyanid ines.  261,  265,  27O
Anthocyanogènes, 275, 286
Arabinose, 57 , 1 15, 1 ' l  6
Arabynoxylane, 1O7
Arceaux (structure en), 52
Astringence, 259, 260, 269, 277,

281.  283
Aubier ,  20,32O
Auto-assemblage, 58. 60, 63

- B -

Biëre, 27O, 281, 284
Biosynthèse alginate, 298

amidon.  71,  82,  83,  223,
227, 228
cel lu lose,  1 18
fucolTanes, 3O8
hemice l l u l ose ,  111  à  119 ,
1 4 8  à  1 5 3
l ignines,  27,  28
pectines, 245

Biréf r ingence,  217 ,  227
B o i s ,  1 ,  8 ,  9 ,  1 4 , 2 0 , 2 1 , 2 8 , 4 8 , 4 9 ,

6 6 ,  7 3 ,  8 1 ,  9 0 ,  9 1 ,  1 1 0 ,  ' � 1 2 2 ,

1 3 3 ,  1 4 1 ,  ' 1 4 3 ,  1 4 4 ,  1 4 7  à  1 4 9 ,
256 ,  257 ,265 .  31  I  à  340

Bois de réact ion,  49,  50,  103,  1 1O,
144,  ' � t  49,  334

Bouturage, 332
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Inserted at the end of the present pdf-file, under its sub -title: ' réferences '), the 49 pages named ' a ReDoc review-56ExtREIMS ', provide some complementary views  related to the question of 'macromolecular organisation models of lignins' concerning  1: the spatial organization and  2: the current optimum uses  of lignins. These 'point of view' were presented during the 'Second generation lignins -'Li.2.G'- Seminar organized by Dr bernard KUREK,  at INRA- Reims in November 2007.  Having to also introduce into the procedures of the ReDoc-files construction, the two corresponding sets of slides, diaporama, were  then inserted, as examples, in a 'ReDoc- pdf- commented- hyperlinked file' named ' a ReDoc review-5- Draft ', (a look into ReDoc procedures is given here also in part2 of this Vol 2 ! ) . Due however to current copyright constraints, none public diffusion was possible. Only a very limited number of copies was  thus send 'for information and private use only', asking further in some cases, the Editor authorization of 'free internet diffusion', which were generously given by the Editorial management of both  'Advances in Phytochemistry'  and of ' Cellulose Chemistry and Technology'). In the present 'PolymVegVol2part1.pdf ' file, the insertion of the 49 pages was done by 'extraction-insertion', saving thus the whole 'table of content' of the source-file which can bee then open using the 'active ' bookmarks, (signets in French). A 'thematic' cycle draws across the papers, preprints  presentations and comments, dotted blue frame hyperlinks, completing the 'survey' one, in red frames. 
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342

- c -

Calc ium, 61.  63,  239,  24O, 295,  3OO,
3 0 5 , 3 1 0

Cal lose,  35
Camb ium,  6 .  8 ,  13 .  55
Ca téch ine ,  262 ,263 ,266 ,267 ,  271  à

2 7 3 , 2 7 8
Carragheenanes,  37,  41,  43,  61
Casta l ine.  257
Ce l l ob iose ,  66 ,  68 ,  73 ,84
Ce l l u l ose .  5 ,9 ,  22 ,  23 ,  24 ,  31  ,  48 ,  49 ,

5 6 ,  5 7 ,  6 6  à  8 5 ,  8 7 ,  8 8 ,  9 0 ,  1  1  1 ,
1  1  3 ,  1  56  à  1  59 ,  1  70 ,  303 ,  308 .
3 1 9

Cé tose ,91
Chanvre,  66
Chi t ine,  49,  83
Chf oroplastes {voir plastesl , 1 4 , 17 ,

226
Cidre,  267,  27O, 281,  283,  286
Collagène, 252, 267, 279, 283
C o f l e n c h y m e , 5 , 6 ,  1 7
Comp lexe  (am idon ) ,  18O,  181
Complexes ioniques,  3OO à 315
Contra intes de cro issance,  148,  329
Coopérative (interaction), 295
Corilagine, 256
Coton.  66,  77,  80
Cristall ines (structureq d9 cristall i tes) 6 7,

6 9 ,  7 0 ,  7 7 , 7 8 , 8 0 .  8 4 ,  1  8 3 .  1  8 9 ,
1  9 3 ,  1  9 4 ,  2 1 4 ,  2 1 7 ,  2 9 5

Cyanid ine;  259,  261,  262,  265,  268,
2 7 4

cel lu lose.  72,  157
fucoidanes, 3O8
hemicel lu loses,  163
l ignines,  168
pect ines, '166,  243,  244

- E -

Échanges d ' ions,  3OO, 31O
Ecorce ,  1 ,  5 ,  8 ,  1  5
Él iminat ion (R-)  91 ,  92,  101 ,  241 à 243
Elfagitanins, 253, 254, 257
Empesage,  2O4,  2O7,  2OB
Enzyme déramif iante,  199.  2OO
Enzyme pectolytique, 47, 242
Épiderme, 4,  5,  8,  '16,  47,  52
Ép imérases ,  1  13  à  1  15 ,  299
Essence ,  16 ,  328
E the r  ( l i a i sons ) ,  66 ,  78 ,92 ,  116 ,  125 ,

128 ,  1 ' 29 ,  140 ,  144 ,  147 ,  234
Ester  ( l ia isons) ,  66,  78,  90,  1OO, ' t  40,

1 4 8 ,  1 5 ' � t ,  3 0 5 ,  3 1 3
Extensine, 52
Extraction alginates, 291

ce l l u l ose ,  158  à  162 ,  165 ,
1 7 7
fucoidanes,305,  306
hemicel lu loses,  88 à 92,  170
holocellulose, 9O
l i gn ines ,  132 ,  168 ,  169
pectines, 166, 245, 246
tan ins ,  169 ,  268

lndex

- D -

Déhydropolymère,  133,  1 35,  136.  138
à  140 ,  144 ,  145 ,  1  5O;  1  53

Densi té,  322
D-enzvme,227
Dérou lage ,  322 ,329
Détergent ,  16O, 306
D e x t r i n e ,  1 8 5 .  1 8 6 .  1 9 5  à  1 9 7 ,  1 9 9
DHP (voir déhydropolymère)
DP (degré moyen de polymérisationl 72,

7 4 , 7 9 , 8 1 ,  8 2 ,  8 3
Dichroi'sme circulaire, 296
Dosage alginates. 299

amidon. 2OO

- F -

F i b r e s ,  X ,  8 ,  1 7 ,  1 8 ,  2 0 ,  4 9 , 5 0 ,  6 6 ,
1 0 7 ,  1 2 2 ,  1 4 2 ,  1 4 9 ,  1  5 6 ,  1 6 0 ,
3 0 3 , 3 0 8 . 3 1 9

F ib r i l l es .  18 ,  24 ,  31 ,  49 ,  50 ,  53 ,  59 ,
7 4 , 7 7 , 7 8 , 8 2 , 1 4 9 ,  3 1 9

Fibriffes élémentaires, 77 , 82
Ffavane-3-ol. 260, 262, 264, 265,

2 6 8 , 2 7 0 , 2 7 5
Flavane-3,4-diol. 260, 262, 268
Ffavène,  262,  268,278
Fractionnement algine, 29 1

amidon ,  179
fucoidanes, 3O5
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lndex

h é m i c e l l u l o s e s ,  9 1 ,  - l -
1  56,  1 79,  245,  246
l i gn ines .  125  à  131 .  I nso lub lece l l u l os ique ,  158
168 ,  169  l nos i t o l ,  1  13 ,  1  16 ,  247

343

macromolécules réseau,
X
pec t i nes ,  166 ,  172 ,
248
tanins.  252,269,  27O

Four rages ,  9 ,  1  56 ,  161 .  173
Fucoidanes,  40,  3O3 à 315
Furfura l ,  165

- G -

G a l a c t a n e s ,  X , 4 1  , 5 2 , 8 7 , 9 9 ,  1 0 3 ,
1 0 7 ,  1 0 8 ,  2 3 6

Galactomannanes, 61
Gal locatéchines,  266,  272,  275
Gallotanins, 253, 254, 256, 283, 285
Gel ,  géf i f icat ion,  61,  '132,  2O4,  2O8,

2 3 4 , 2 9 4 , 3 1 7
G l u c a n e s ,  6 6 ,  6 8 ,  7 8 , 8 2 , 8 3 ,  8 7 ,  9 9 ,

1 0 3 ,  1  0 7 ,  1 1 0 ,  1 1 7 ,  1 5 7 ,  2 9 1
G l u c o s e ,  8 9 ,  1 0 9 ,  1 1 O ,  1 1 3 ,  1 1 6 ,

1  1 8 ,  1 7 2
G lucomannanes ,  31 ,  49 ,  51 ,  89 ,  90 ,

9 2 ,  9 9 ,  1 0 7  ,  1 1 0 ,  1  X 7 ,  . 1  1 8
G o f g i  ( a p p a r e i l  d e ) , 9 .  1 0 ,  1 4 ,  1 6 ,  1 7 ,

2 6 ,  1 1  8 ,  1  1  9 ,  2 9 8
Gon f l emen t ,  46 ,  53 ,  149 ,  3O8 ,  317
Glycoproté ines,  lX,  32,  38,  46,  53,  84,

1 1 9 , 2 5 2 , 3 0 3

- H -

Hél ice (s t ructure en) ,  53,  83,  88,  1 88,
2 0 2 , 2 6 3 ,  2 7 9 , 2 8 3 , 3 0 5 ,  3 1  7

Hémice l l u l oses ,  9 ,  22 ,  63 ,  78 ,  81  ,  82 ,
8 7  à  1  1 9 ,  1 4 8 ,  1 5 7 ,  1 5 8 ,  1 7 4 ,
245 ,246 ,  327

Hémi l ign ines,  147
Hér i tabi l i té ,  332
Hexosanes,  |  57
Holocel lu lose,  81,  90,  91
Hydrogène ( l ia isons) ,  52,  69,  71,  77,

87,  203,  2A4,  206,  207,  280,
284 ,286 ,  317

Hydrofyse (voi r  aussi  ac idolyse) ,  67.94,
1  69 ,  1  77 ,  182 ,  1  85 ,  1  86 .  1  88 ,
190,  242,  243,  253,  256,  257,
261,  265,  274,  292,  293

Hydrophil ie, 294, 3O8

- J -

Jute, 66

- t -

Lamel fe  mi toyenne (ou  moyenne l ,  g ,22 ,
2 5 ,  4 7 ,  4 8 ,  1 0 8 ,  1 3 2 ,  1 4 9 ,  2 4 5 ,
320

Latex, 1 6
Lec t i ne ,  36 ,  37 ,  39 ,  40 ,  92 ,  1  19
Levure, 42, 43
L i b e r , 8 , 2 7
Liège,  8,  14
L ign ine ,  V l f f ,  9 ,  14 ,  17 ,  21  à  26 ,  81 ,

8 2 ,  8 7 , 8 8 ,  9 0 ,  1 2 2  à  1  5 3 .  1  5 6  à
1  5 9 ,  1 7 0 ,  3 2 7

Ligni f iée(s) ,  18,  28
L ignoce l l u l ose ,  8 ' 1 ,  162 ,  163 ,  17O
L igno l ,  130 ,  1  35 ,  136
Lin,  66

- M -

Macromolécules,  lX,  Xl l ,  X l l l ,  1 ,  60,  66,
7 2 ,  7 8 ,  7 9 ,  8 7 ,  8 8 ,  1 7 7 , ' � r 7 9  à
181 ,  201,  203,  220,  232,  319

Magnés ium,  3OO,  31O,  31  3
Mannane ,  41  ,  43 ,49 ,  88 ,  92 ,99 ,  157
Manni to l ,  291
Membranes végétales (voir paroisl, 33,

157 ,  289  à  317
Mér i s tème ,  1 ,  3 ,  5 ,  6 ,  8 ,  9 ,  1O ,  1  1 ,  13 ,

1 4
Méthy la t i on ,  67 ,  96 ,  97 ,  102 ,  117 ,

234 ,254 ,305
Méthylènequinone,  1 23,  136,  140
Mic ro f i b r i l l e ,  23 ,  48 ,  55 ,  58 ,  74 ,75 ,

8 2 ,  8 7 ,  1  5 6 ,  3 1  9
Microgranule,  22O, 223,  225
Microtubule,  9,  25,  59
M u c i l a g e ,  X ,  1 6 ,  1 5 8 , 2 8 9  à  3 1 7
Multiréseau (voir réseau)
MWL (L ignine de bois moulu) ,  133
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344

- N - Polysaccharides (voir polyosides). 16,
1 7  , 2 1  ,  2 3 ,  3 0 , 3 2 ,  3 4 ,  3 6 , 3 7  ,  4 0

Nectar ,  1 6 à 44,  46 à 49,  56,  60 à 63,  65,  66,
N u c l é o s i d e s ,  1 1 1 ,  1 1 2 ,  1 1 3 ,  1 1 9  7 8 , 8 7  à 9 1 , 1 O 9 à  1 1 1 ,  1 1 4 ,  1 5 6 ,

237,  289 à 339
Proanthocyanidine, 259, 261 , 265,

267 ,  268 ,  272-  O -  
Procyanid ine.  1 15,  26 ' l  à  263,  265,

oses ,  33 .  34 ,37  268 ,  272 ,  275 ,  277 ,  278 ,  282 ,
oxydât ion,  z i l ,  z tg,22o ^ 284

P r o t é i n e ,  9 ,  1 5 ,  2 0 , 3 9 , 5 9 , 6 2 . 7 7 ,
246,  252,  259,  264,  270,  279,
2 8 1  à 2 8 7 , 3 0 3 , 3 1 0

- P - Protolignine, 125, 132
Protopectine. 246

Parenchyme, 5,  8,  1 g,  14,  15,  18,  20,  Ps.eudol ignine '  152

2 1 , 1 0 6 , 3 1 0 . 3 3 O  P u l l u l a n a s e ,  1 8 4 ,  1 9 7 ,  1 9 9 , 2 0 O

Paro i s .  5 ,  8 ,  9 .  13 ,17 ,18 ,21  à28 ,32 ,  '  - n i l ag ine '  257

33 ,  40 .  41 ,  47 ,  qA , ' i g , -A i , ' é i "  Pv ro l vse ,  1e4

6 5 ,  6 6 .  7 8 .  8 0 ,  8 1 ,  8 2 , 8 7  à  8 9 ,
1 0 7 , 1  1 0 ,  1 1 1 , 1 1 4 , 1 1 8 ,  1 5 6  à
1  58 ,  1  70 ,  245 ,  319

Paroi  pr imaire,  1 3.  1 7,  18,  22 à 25,  48,  -  O -

5 1 ,  5 3 ,  7 7 ,  8 2 , 8 7 ,  8 8 .  1 0 7 ,  1 0 9 ,
1 3 2 ,  1 4 9 , 2 4 5 , 2 8 9  à  3 3 9

-  seconda i re ,  1g ,22  à  25 ,2g ,4g .  o -enzyme,  198
49.  59,  74,97,  jO7,  1Og,  1gt ' .  Quinone méthyde (voi r  méthylènequi-
j 4 2 ,  j 4 9 , 2 4 5  n o n e ) ,  1 2 3

Pâte papier, 66, 81 , 32O, 327 , 332
Pectate-lyase, 244
P e c t i n e s , 9 , 2 2 , 2 4 , 2 8 , 3 3 , 4 7 , 6 1 ,  _ R _

7 7 ,  8 1 ,  8 7 ,  1 1 3 ,  1  1 6 .  1  5 6  à  1  5 8 .
1 6 6 ,  1  6 8 ,  1 7 4 , 2 3 2

pectine_estérase, 63, 243 Radiolyse, 194
Pect ine- lyase,  244 Ramie,  66,  157
Peduncuiagin e, 257 Rayon ligneux, 8. 21 ' 31 9
pentosanel  I  57,  1 66 Rayonne,  66,  70,79
P e r o x y d a s e , 2 7 , 3 8 , 4 1 . 5 3 , 1 3 4 , 1 3 5 ,  R é s e a u ,  x ,  5 2 ,  6 2 ,  1 2 5 ,  1 3 2 ,  1 4 2 ,

1 5 1 , 2 7 1  1  4 5 ,  2 9 5
ph foème,  4 ,5 ,  6 ,8 ,  19 ,  20 ,  141  Rés ines ,  16 ,  30
Phosphory lase,  197,198,228 Rét icu lum endoplasmique,  9,  14 à 16,
Plan f igneux,  38,  40,  44,  46,  52,  56,  27

Sd ,  O+ ,  319 ,  329  Ré t rog rada t i on ,2AB,2O9
plasmalemme, g,  9,  13,  g2,  I  1g Rhannose,  233,  235,  236
P f a s t e s ,  9 ,  1 0 ,  1 3  à  1 5 .  2 2 3 , 2 2 6
Pofygafacturonase, 244
Polymolécular i té ,7Z,73 -  S -
Polyosides (voir polysaccharides), 1 22,

1 2 3 , 1 4 1 , 1 4 7 , 1 4 9 ,  1 5 2 ,  1 5 6  à  S c i a g e , 3 2 9
1 58,  1 70,  237 Sclérenchyme, 8,  18

Pofyphénofs,  27,  258,  271,  272,  282,  Solubi l i té  (so lubi l isat ion)
291 a lg ine,  291

Polyphénolique, 16 amidon, 208
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cel lu lose,  72,  79,  80,  168,  -  U -
3 2 7
hémicelluloses, 91, 327 UDP-glucose (voir aussi nucléotides),
fucoidanes.  3O3 41,  111 à 119,  249
lignine, 327 UDP (ADP) glucosyl transférase. 195,
pect ines,  237 198
tanins.  267,  269,  283 Ul t rast ructure (amidon),  215,  2 j7,  222

Sorbi to l ,  291,  299 Uronides,  167
S o r p t i o n , 2 0 4  à  2 0 6 , 3 1 9
Spectroscopie infrarouge, 98

r . m . n . , 9 9  - V -
Substituant, 1 91
Synergie des polysacchar ides,  317 Vacuole,  g,  '14,  l  S,  55.  181

V a i s s e a u ,  5 , 8 ,  1 8 , 2 1 , 2 3 , 2 6 ,  i 2 2 ,
1 4 1 ,  1 4 2 ,  2 8 9 , 3 1  9 ,  3 2 6

-  T -  Vin,  27O, 275 à 278,  291,  294,  286
Viscosité. 294, 3O1, 3O7

Tanins (ou tannins) ,  9.  16,  66,  157,  Viscos1é des pect ines,  238
158, 252 à 287

condensés, 252, 260, 27O,
2 7 5 , 2 7 7 , 2 7 9 _ -  - x _
hydrofysables, 252 à 257
de Chine,  254,282
de Sumach,  254,282 Xylanase,  101

T h é ,  2 7 O , 2 7 2 , 2 7 6 , 2 8 1 , 2 8 6  X y l a n e .  8 8 ,  9 0 ,  9 9 ,  1 O 7 ,  1  1 0 ,  I  I  S ,
Théa rub ig ine ,  272 ,  276 ,  286  1  16 .  1  57
Thio lyse.  128,  272,  276,  286 Xyloglucanes,  TT,  1O8,  l09
Toluène cr  - th io l ,  262,265 Xylème (voi r  bois l .  4 ,5,  18,29,  141
T o n o p l a s t e . 9 ,  1 4  X y l o s e ,  1 1 0 ,  1 1 ' 1 , 1 1 3 ,  l 1 S ,  1 1 9 .  1 6 5
Trache ide ,  15 ,  18 ,  21  à  23 ,  3 i9
Tranchage,  33O
Transférase,  112,  114 -  Z -
Transglucolysation. 1 g3
Turn-over des sulfates, 315 Zonation des algues, 299
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B. MONTIES

lntroduction

Mais tous ces êtres dont j'ai parlé sont de ceux
que produit la nature. lls s'accroissent de façon
telle gue la manière dont ils sont faits, les formes
qu'ils revêtent, les fonctions qu'ils comportent, les
moyens qu'il possèdent de composer avec les loca-
lités et les saisons sont liés entre eux ...

Mais quand aux objets qui sont l'euvre de
I'homme il en va tout autrement....L,hômme, te
dis-je, fabrique par abstraction ignorant et oubliant
une grande partie des qualités de ce qu'il emploie,
s'attachant seulement à des conditions claires et
distinctes, qui peuvent le plus souvent être simul-
tanément satisfaites non par une seule mais plu-
sieurs espèces de matière.

Paul VALERY - 1944,
E upal i nos ou l'arch itecte

Dans le domaine des polymères que produit la nature,l 'homme n,a pas
manqué non plus d'ignorer une grande partie des qualités des produits qu,il a
employés. Les progrès des connaissances en ce domaine en témoignent. Afin de
mieux contrôler les usages de la cellulose du coton, du tanin du jus de pomme,
de l'amidon de la pomme de terre et de la lignine du bois il a été contraint de les
analyser. ll a résulté de ces analyses, la découverte de plusieurs sortes de celluloses,
de tanins, d'amidons et de l ignines.

A la tendance unitaire primitive a donc succédé la prise de conscience de la
diversité des polymères naturels.

Or, la nécessité urgente et impérieuse de trouver des sources nouvelles
d'énergie et de produits chimiques conduit à utiliser les végétaux non seulement
comme sources de matière et d'énergie métabolisables, sous forme d,aliments,
mais encore comme sources de matériaux et de combustible, sous forme de bio-
masse. Actuellement, lorsque l'on envisage la valorisation de la biomasse, on
néglige sa diversité essentielle. Etant donné le variabilité naturelle des produits
végétaux, il faut donc s'attendre à ce gue des problèmes qualitatifs de valorisa-
tion des biomasses prennent le relai de celui de la valorisation de < la l biomasse.
C'est pour tenter de se préparer à résoudre ces problèmes que le présent ouvrage
a été entrepris. ll devient alors de plus en plus indispensable de connaître non
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B. MONTIES

æulement les polymères naturels dans leur diversité mais encore la manière dont
ils sont l iés. Au niveau des polymères végétaux non azotés ces problèmes sont
particulièrement aigus : sauf cas très particulier ces polymères sont encore très
mal connus.

c'est pour tenter de faire le point sur ces problèmes, que fut organisé en
septembre 1977 à l ' lnstitut National Agronomique, un cycle de conférences sur
le thème < Macromolécules non azotées d'origine végétale >. Douze conférenciers,
chercheurs au CNRS, à I 'INRA ou à l 'Université, acceptèrent d,y participer.

Le cycle fut organisé autour de quatre thèmes :
1l < Données ultrastructurales et cytochimiques l par Mlle A.M. catesson et par
J.C.  Rol land;
2l < constituants et dosage des produits ligneux l : cellulose par F. Barnoud,
hémicelluloæs par J.P. Joseleau, l ignines par B. Monties et dosage des constituants
des parois par Mme M.T. Toll ier;
3l < Polymères à intérêt alimentaire l : amidon par Mme c. Mercier, pectines par
J.F. Thibault et J.L. Doublier, tanins par M. Metche, polyosides acides des algues
par Mme De Lestang-Bremond et enfin;
4l q Relations avec la qualité des produits>: les bois par G. Janin et les fourrages
par P. Thivend.

Le présent ouvrage a été entrepris à la suite de ce cycle et il a été ordonné
selon le même plan : les chapitres successifs correspondent, à une exception près,
à chacune des conférences.

ce cycle de conférences, organisé dans le cadre de |ADEPRINA, visait à
la formation permanente d'agronomes, d'ingénieurs et de chercheurs; il en va de
même pour cet ouvrage. ce n'est donc pas à des spécialistes que ce livre est des-
tiné mais à des agronomes, ingénieurs ou étudiants. Dans cette perspective seul
un nombre limité de références bibliographiques a été retenu ; cependant ,
à côté des ouvrages et revues de base figurent des articles parfois très spécialisés,
susceptibles d'ouvrir de nouvelles perspectives. Dans ce même but, certains confé-
renciers, coauteurs de l'ouvrage,ontfait appel à des collaborateurs qui ont partr-
cipé à la rédaction des textes; les noms de ces derniers figurent donc en tête des
chap itres correspondants.

Je tiens à remercier chacun des coauteurs et chacun de leur collaborateurs
qui ont accepté de contribuer à ce travail de synthèse d'autant plus difficile à
réaliser qu'il visait une présentation simplifiée et prospective de l,état actuel de
nos connaissances. certaines parties apparaitront parfois sommaires et même trop
simpl istes aux spécialistes.

On pourra, par exemple, remarquer que les bois ne sont pas seulement
composés d'hémicelluloses, celluloæs et l ignines et qu'i l  est nécessaire de tenir
compte de la présence d'au moins un quatrième constituant, l'eau, pour pouvoir
établir des corrélations entre composition chimique et pi.opriétés mécaniques.
De même, on pourra regretter que le souci de se limiter aux polymères non
azotés ait conduit à ne pas aborder les glycoprotéines des parois cellulaires,du
type extensine. De même on pourra déplorer l'absence de monographie concer-
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lntroduction

nant les gommes, mucilages et autres arabinogalactanes. Ces composés nous ont
semblé encore trop partiellement connus pour pouvoir faire, dans le cadre choisi,
l 'objet d'une monographie simple (l).

H e o  -
i

U S A G E S  M E C A N O - C H I M I O U E S

Bo is
M o t é r r o u x

U S A G E S  A L I M E N T A I R E S

Hemrce l l u l oses

Corlon
p o  p  i e r

|  1 . " , , , , o , . ,. l  +: l-
l l l *, l l  I

Phdnors 
I  I

l F u r l u r o l  , ,
E l h o

H z o

Fig. | - Cycle du carbone au travers des macromoléculas végtéâlos non azotées

Dans le cadre d'une valorisation énergétique il ne faudrait pas ignorer, ici encore et comme
précédemment, les différent€s qualités possibles d'énergie et en particulier tenir compte du
flux entropique.

(ll Pour ces deux derniers thèmes on pourra cependant consulter par exemple la revue récente
ct très détailfée que A,E. Clarke, R.L. Anderson et B.A. Stone viennent de consacrer aux
glycoprotéines et protéoglycan es dans Ph y tochem i st ry, 1 8, 521 -5,4O.

E N E R G I E  S O L A I R E

C H A L E U R ,  E N E R G I E  T H E R M I Q U E

E N E R G I E  E T  P R O O U I T S  C H I M I O U E S PROOUITS  E I  ENERGIE  AL IMENTAIRE

Com bus l i  b l e
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xi l B, MONTIES

Nous nous sommes donc rimités à envisaçr res porymères végétaux non
azotés gui nous ont paru être, à la fois, ies moins mal connus et les plus fréquents
dans les diverses plantes. chacun de ces polymères sont à des titres divers uti-lisés soit comme source d'énergie ou de produits à usages alimentàires ou chi-
miques. Bien que ces polymères soient fondamentalement différents, nous les
avons réunis ici parce que la valorisation et les usages de chacun sont souvent
fonction de la présence des autres. ll suffit pour se persuader de cera de consi;
dérer le cycle de carbone au travers de ces macromorécures non azotées (fig. r).
ll est commode d'opposer dans ce cycle les usages alimentaires et les usages
mécanochimiques. Dans les deux cas, l'énergie emmagasinée dans les composés
organiques sous forme de liaisons interatomiques est finalement dégradée sous
forme de chaleur restituant le gaz carbonique et l,eau. En amont, se situe l,acti-
vité photosynthétique des cellules végétales qui captent l,énergie solaire et l,uti-
lisent pour organiser des ensembles moléculaires à partir du laz carbonique et
de l'eau. c'est à ce niveau que l'intérêt porté sur le plan énergétique aux bio-
masses trouve son origine. ll est donc possible que, dans un premier temps,
a I'homme qui fabrique n puisse négliger les autres particularités des cellules
végétales. Par contre, pour les autres usages chimiques ou alimentaires, l,homme
ne peut ignorer une seconde particularité essentielle des cellules végétales : ces
cellules sont entourées d'une paroi polyosidique plus ou moins incrustée de poly-
mères polyphénoliques qui lui confèrent à la fois résistance mécanique et résis-
tance aux agents chimiques et biochimiques de dégradation. Dans les parois végé-
tales,tous ces polymères seraient même liés entre eux, principalement par des
liaisons covalentes et des liaisons hydrogène. De l,existence de ce réseau de liai-
sons résulteraient les qualités de résistance mécanique et chimique des bois et de
leurs dérivés ainsi que celles des fibres diététiques qui sont indispensables à un
transit intestinal normal. De l'existence de ce même réseau résulteraient aussi les
difficultés de valorisation des polyosides pariétaux comme source d,énergie ali.
mentaiie telle par exemple d,adénosine triphosphate (ATp). C,est encore de
l'existence de ce réseau que résulteraient les difficultés de fractionnement des
constituants des parois végétales qui sont des sources potentielles de produits
chimiques, de type aliphatique tels que l'éthanol, le méthanol et le furfural et
aromatiques tels des phénols. Enfin, c?st encore de l'existence de ce réseau que
proviendraient aussi les difficultés analytiques de fractionnement et de dosage de
ces divers polymères que l'on ne sait pas encore isoler sans nécessairement les
modifier.

Dans le présent ouvrage les notions de réseau et de liaisons entre polymères
apparaissent surtout dans les chapitres consacrés à l'ultrastructure. Dans les autres
monographies ces notions n'ont pas été envisagées en détail parce que I'on connait
encore trop mal, sur le plan chimique, les modalités quantitatives et qualitatives
d'interconnexions entre ces polymères.

ll est certain cependant que cette notion est très importante. Avec quelques
autres auteurs, il est tentant de considérer que la paroi cellulaire constitue une
macromolécule unique, en forme de sac, dans laquelle les différents polymères
sont interconnectés et constituent un polymère en réseau.
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lntroduction

Etant donné l'importance pratique que pourrait avoir un tel concept il est
utile de rappeler ici quelques principes de chimie macromoléculaire. Reprenant
une définition de J.P. Flory on peut entendre par macromolécule toute substance
polymérisée dans laquelle sont connectés de façon séquentielle des éléments en
forme de chaîne de longueur quelconque. Même dans les polymères ramifiés, la
caractéristique essentielle demeure ainsi la présence de chaînes interconnectées
par liaisons de valence. C'est donc l'existence d'enchainements qui est la carac-
téristique essentielle des macromolécules. Certains polymères peuvent même
former des structures réticulées indéfiniment étendues. Ce type de macromolé-
cufe a été analysé en détail par J.P. Flory dans l'ouvrage r, Principles of Polymers
chemistry I dont la neuvième édition est parue en 1975. De tels polymères
peuvent en effet être constitués d'une macromolécule unique dont la taille atteint
les dimensions macroscopiques. Dans ce cas, c'est donc la continuité de la struc-
ture plus que son individualité qui est essentielle pour expliquer ses propriétés
mécanochimiques. De la formation de tels polymères peuvent résulter des com-
portements paradoxaux tels que ceux des caoutchoucs, autre polymère non azoté
non envisagé dans cet ouvrage parce que peu fréquent dans les végétaux. C'est
ainsi par exemple, gu'une lanière de caoutchouc se raccourcit quand on la chauffe,
s'alldnge quand on la refroidit et s'organise en structure cristalline fibreuse quand
on l'étire. Les analyses théoriques de Flory ont montré que ce comportement
peut être observé chez les polymères contenant de longues chaînes interconnec-
tées par un nombre relativement très faible de liaisons covalentes. La présence
d'un enchaînement d'une centaine d'éléments, parfois même davantage, entre
deux connexions est une condition nécessaire d'existence de la viscoélasticité du
type caoutchouc. ll est nécessaire, de plus, que les chaînes interconnectées
puissent se déplacer librement les unes par rapport aux autres. De ce fait, la
permanence de la forme macroscopique de la molécule résulte de I'existence des
interconnexions préæntes pourtant en très faible nombre. Ainsi, de façon géné-
rale, un système de chaînes interconnectées peut s'organiser en une molécule
unique douée de propriétés mécaniques et chimiques particulières. Selon Flory
on peut appliquer le terme de réseau infini, infinite netwook, à ces macromolé'
cules formant une molécule unique.

Compte tenu de ces données, il est tentant de rapprocher les concepts de
macromolécule unique appliqués à la paroi cellulaire à celui de réseau infini au
sens de Flory. La présence de monomères polyfonctionnels, c'est-à-dire capables
d'établir plus de deux connexions dans une chaîne polymérisée, est nécessaire
à la formation d'un tel réseau. Les monomères constitutifs des macromolécules
non azotées végétales, le glucose des amidons, les acides uroniques des hémi-
celluloses, les alcools hydroxycinnamiques des lignines, les flavanes des tanins
condensés satisfont cette condition. Celle+i n'est cependant pas suffisante. Flory
a démontré que des monomères polyfonctionnels peuvent former des polymères
infinis, par condensation au hasard, sans pouvoir parfois former un réseau infini.
Les produits d'étherification intermoléculaires que forme le D-glucose en présence
d'acides dilués, l'amylopectine, l'amidon ou le glycogène en sont, d'après Flory,
des exemples. A notre connaissance, il n'existe pas d'études systématiques ana-
logues concernant leg autres molécules non azotées végétales. Compte tenu des
relations établies par Flory entre composition chimique et qualités mécaniques
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B, MONTIES

des caoutchoucs on ne peut que souhaiter que des études analogues soient entre-
prises sur les parois cellulaires et sur les autres polymères non azotés végétaux.

Une telle entreprise serait certainement aussi digne d'intérêt sur le plan
fondamental qu'uti le pour la pratique. Elle contribuerait aussi au développe-
ment de la chimie macromoléculaire qui trop souvent est délaissée par les biochi-
mistes. On peut trouver à cet état de fait des raisons historiques et scientifiques.

Pour se l imiter à l 'une des raisons historiques i l faut rappeler que ce n,est
qu'à partir de 1920 que Staudinger a tenté d'expliquer les propriétés des poly-
mères au moyen des notions ordinaires de la chimie et,en particulier,de celle de
liaisons de valence. Le concept de macromolécules et le terme tui-même, qui fut
introduit en 1922, par staudinger ne se sont imposés que lentement et cela malgré
l'attribution à son auteur du prix Nobel en 1953. L'historique de l 'essort de
l'hypothèse macromoléculaire a été fait par J.P. Flory dans son ouvrage, cité plus
haut, ainsi que par Magda staudinger dans la revue Trends in Biochemical*ience,
(3, (6), N 123-1241.

Pour ne citer que deux raisons scientif iques on peut déplorer que les ensei-
gnements de chimie, même macromoléculaire, ne traitent rarement en détail
des polymères naturels. A ceci il faut ajouter que les biochimistes n'ont pas été
fortement incités à l'étude des macromolécules non azotées : ils les ont donc
sacrif iées, sur les autels de la biologie moléculaire, aux protéines et acides nucléi-
ques dont l'étude est évidemment elle aussi indispensable.

Je souhaite donc pour conclure que cet ouvrage, que ses coauteurs ont
voulu simple et facilement abordable, contribue d'une part à développer l'intérêt
que les biochimistes porteront aux macromolécules et permette d'autre part
aux ingénieurs et techniciens d'aborder l'étude de ces substances.

Dans les deux cas,i l est vraisemblable que s'intéressant à un polymère défini
ils ne pourront pas négliger les autres qui pourraient lui être associés. Puissent-ils
alors, en considérant les propriétés décrites dans les diverses monographies, se
souvenir que < l 'homme fabrique en ignorant une grande partie des qualités
des choses I : i l  ne leur faudra surtout pas oublier, ensuite, qu,i ls ont choisi, dans
un premier temps, d'abstraire donc d'ignorer.

Jui l le t  1979
B .  MONTIES
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A.M. CATESSON

Les tissus végétaur
U ltrastructure biogenèse

Ce chapitre n'a pas la prétention de couvrir en une trentaine de pages
l'organogenèse végétale. l l  se propose simplement de rappeler les quelques bases
d'anatomie et de cytologie végétales nécessaires au lecteur pour situer dans une
cellule les macromolécules dont i l  sera question par la suite, pour comprendre
dans quels compartiments cellulaires elles sont élaborées et pour'ùonnaître les
tissus où elles s'accumulent. Les lectures suggérées à la fin de ce c\apitre per-
mefiront à celui qui le désire d'approfondir tel ou tel aspect de l'orlqnisation
d'un végétal.

Les plantes vivaces présentent la particularité de pouvoi r croître indéfini-
ment grâce à la multiplication de certaines cellules. Ces cellules, qui demeurent
capables de se diviser pendant toute la vie du végétal, conservent un aspect juvé-
nile (on dit indifférenciél; elles sont appelées cellules méristématiques (du grec
pepos i partagé) et constituent les méristèmes. Les cellules qui en dérivent gran-
dissent puis se spécialisent lse différencient) pour accomplir diverses fonctions
(protection, soutien, conduction de la sève, etc...). Un enæmble de cellules
spécialisées dans une même fonction constitue un fibsu. Chez les plantes annuelles,
la croissance se fait de même façon mais elle est en principe l imitée dans le temps
puisque la plante meurt après avoir donné ses fruits.

Chez certains végétaux, tels les Algues et les Champignons, la différencia-
tion cellulaire est moins poussée et i l  ne se forme pas de véritables tissus diver-
sif iés. La figure 1 montre la structure des cellules dans la zone de croissance d'une
Algue à pigment rouge : le Polysiphonrb. Hormis cet exemple, nous nous limi-
terons ici à l'étude de plantes possédant des tissus caractéristiques c,est-à-dire
les plantes à fleurs et les Conifères.

I .  ORIGINE ET MISE EN PLACE DES TISSUS

Les premiers mérlstèmes lméristèmes primairesl sont déjà reconnaissables
dans l 'embryon à l 'extrémité de la future tige (apex caulinaire ou point végétatif)
et de la future racine (apex racinaire). Leur fonctionnement débute au moment
de la germination de la graine et permet la croissance en longueur des tiges et des
racines ainsi que la formation des feuil les. Chez certaines plantes d'autres zones
méristématiques (méristèmes secondaires) se forment à partir des méristèmes pri-
maires et assurent la croissance en épaisseur des organes. Elles sont responsables
de la production du bois et de la majeure partie de l 'écorce chez les arbres. Elles
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sont peu actives chez les plantes herbacées et n'existent pas chez certaines plantes
à ffeurs lpar ex. les Céréales, les Orchidées, les Palmiersl.

Nous allons préciser ces données en étudiant comme exemple le développe-
ment d'un rameau de Sycomore,

LE POINT VEGETATIF ET LA MISE EN PLACE DES TISSUS PRIMAIRES

Si l 'on écarte soigneusement sous une loupe les jeunes feuil les d,un bour-
geon de sycomore au moment où il débourre au printemps, on aperçoit au centre
un petit mamelon blanchâtre, le point végétatif. une coupe longitudinale du
bourgeon passant par l 'axe médian de l 'une des paires de feuil les nous permet d,en
préciser la structure (fig. 2 et 3).

Fig. 2 - Schéma de l'extrémité apicale,
ou point végétatif , d'un rameau de
Sycomore. De part et d'autre, on voit
deux paires de feuilles f l etf 2, avec leur
procambium (pcbl. mm : méristème
m é d u l l a i r e ; M : m c e l l e .

De chaque côté du dôme apical se trouvent les ébauches foliaires successi-
vement formées dont les plus récentes encadrent l'apex. Au-dessus de la dernière
paire d'ébauches, les cellules latérales du méristème, de petite tail le (S à 8 nm de
diamètre) et disposées en couronne, vont init ier la paire de feuil les suivantes:
elfes constituent I'anneau initial. A la base du dôme apical quelques assises de
cellules se divisent dans le sens horizontal pour donner naissance à la moelle:
effes forment le méristème médullaire. La portion du bourgeon comprise entre
I' insertion de 2 paires de feuil les successives, c'est-à-dire entre deux næuds, va
s'aflonger par division et élongation cellulaires et constitue un entre-næud
(1) oe ta future tige. on remarque très tôt dans I 'axe de la jeune ébauche des

(t ) lci le terme entre-n@ud désigne l'intervalle entre 2 feuilles successives. Pour les forestiers,
il représente la longueur de la pousse annuelle.

't
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celfufes allongées l5/5/2O nm) à caractères très méristématiques qui se prolongent
dans l'entre-neud sous-jacent : elles constituent le procambium. sur des coupes
transversales, il apparaît formé de cordons séparés par des cellules moins méris-
tématiques.

Fig. 3 - coupes rongitudinares de points végétatifs de sycomore, cororées par la pyronine
pour mettre en évidence le RNA. A : l 'apex est entouré par la paire de feuiilLs tl;za:zone
apicale; Ai : anneau initial; mm : méristème médullaire; pcb : procambium. B : une nouvello
paire de feuilles f 2 vient de se former aux dépens de l'anneau initial (cf. fig, 2).

L'assise superficielle de l 'apex æ prolonge dans les feuil les et la jeune tige
par un épiderme; le procambium se différencie progressivement en tissus conduc-
teurs : le xylème conduisant la sève brute ascendante et le phloème conduisant

,ff#s
fffi

LES  POLYMERES  VEGETAUX  Vol. 2 - part 1

22/529



Les trisus végétaux

la sève élaborée qui contient les produits de la photosynthèse foliaire. Les autres
ceflules évoluent en parenchyme. Dans la feuil le, i l  s'agit en particulier d'un
parenchyme assimilateur riche en chlorophylle, assurant la nutrition carbonée de
la plante par la photosynthèse.

En mai lorsque le rameau de l 'année est en pleine élongation, une série de
coupes transversales pratiquées à différents niveaux nous montre l 'évolution de la
tige au cours de sa croissance (fig. 4 à 7). Sous l'épiderme se trouve le parenchyme
cortical; dans les cellules les plus externes, les parois s'épaississent par apport de
cellulose et ainsi contribuent à assurer la rigidité de l 'organe: elles forment un
tissu de soutien cellulosique appelé collenchyme. Au centre de la tige se trouve
la moef le constituée de grosses cellules deparenchymemédullaire (voirp.15).Entre
moelle et écorce, on reconnaît les sections transversales des cordons de procambium
séparés par du parenchyme à petites cellules. Sur la face interne de chaque cordon

l .

h l

b

VX

v

FtC. 4 - Schéma d'une coupe trans-
vtrsale de tige de Sycomore fàite
irste sous le bourgeon. Peu de tissus
différenciés. coll : collenchyme;ép. :
apkJerme; M : mælle; pc : parenchy-
ma cortical; pcb : procambium;
phl 1 : phloème primaire; xyl 1 :
xylème primaire.

Fig. 5 - Schéma d'une coupe lransversale de
tige de Sycomore faite dans un entre-næud
en cours d'élongation : le collenchyme et les
tissus conducteurs sont plus différenciés que
fig. 4. Mêmes légendes que fig. 4. cb et cb' :
future zone cambiale; f : faisceau conducteur;
vxi : vaisseaux en différenciation,

procambial, se différencient les premiers éléments conducteurs (trachéides puis
vaisseaux) du xylème, sur la face externe les premiers éléments du phloème, tandis
que dans l ' intérieur du cordon les cellules indifférenciées se multiplient très
activement. ces tissus formés directement par différenciation des cellules pro-
cambiales sont appelés phloème et xylème primaires. En effet, on appelle pri-
maires tous les tissus issus du fonctionnement d'un méristème primaire et l,on
parle alors de < structure primaire D pour la plante.

Au cours de la croissance du rameau, le diamètre de la tige augmente à la
fois par multiplication (en particulier dans le procambium) et par accroissement
en largeur des cellules. Sous l 'épiderme, de nouvelles cellules se différencient en

'l
trl
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1001r

Fig. 6 - Coupes tranwersales de tige de Sycomore. A : entre-neud en cours d'élongation
(cf. fig. 5); B : entre-neud ayant achevé son élongation (cf. fig.71. Mêmes légendes que
f i g . 5 e r 7 .

collenchyme. Les cellules procambiales évoluent presque toutes soit en phloème
soit en xylème primaire à l'exception d'une zone médiane assez étroite (fig. 5 et
6). La plupart des cellules de cette zone tout en continuant à se diviser, surtout
dans un sens tangentiel, s'allongent et atteignent 300 nm environ. l l  se constitue
ainsi une zone méristématique secondaire ou cambium.

LES MERISTEI.4ES SECONDAIRES ET LES TISSUS OUI EN DERIVENT

a) Le cambium libéro-ligneux : formation du xylème et du phloème secondaires

Le cambium, issu du procambium, forme d'abord des arcs méristématiques.
Ceuxci æ raccordent bientôt bout à bout grâce à une reprise des divisions dans
les petites cellules parenchymateuses séparant les cordons procambiaux. ll se
constitue ainsi une zone cambiale, sorte de cylindre creux, qui apparait sur les
coupes transversales comme un anneau continu. c'est ce que nous voyons à la
base du rameau de Sycomore que nous étudiions au paragraphe précédent (fig.
6 et 7). Dans cet entre-næud, où la croissance en longueur est achevée, le cambium
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uersale laite dans un entre-nceud de Sycomore ayant achevé
fig. 4 et 5, L : liège; phel : pheltoderm€; ohl 2 : phloème

ylème secondaire.
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I  , ic. I  -  Coupe rangentiei le de cambium
i . de Sycomore. if : initiale fusiforme; ir :
a ini t iale radiale; N : noyau.

? LES  POLYMERES  VEGETAUX  Vol. 2 - part 1

25/529



A.M. CATESSON

est formé de deux sortes de cellules. Les unes, aplaties et allongées (3/.|5/300 nm)
sont effilées aux extrémités d'où leur nom d'initiales longues ou initiales fusi-
formes. Les autres, presqu'isodiamétriques (8 à 12 nm dans chaque dimension)
donnent naissance à des cellules de parenchyme allongées dans le sens horizontal,
formant ainsi des ( rayons ) : cette deuxième catégorie de cellules cambiales
constitue les initiales courtes ou initiales radiales (f ig. 81.

Les cellules cambiales se cloisonnent le plus souvent dans le sens longitu-
dinal tangentiel donnant ainsi naissance à des dérivées qui se ditférencient vers
f'extérieur en phloème secondaire ou liber et vers I'intérieur en xylème secon-
daire ou bors. Ainsi se réalise la < structure secondaire l de la tige. celle-ci est
bien i l lustrée sur les figures 6 et 7. Le cambium a déjà donné des tissus secon-
daires, phloème et xylème. Du côté du xylème on voit une large bande de dérivées
cambiales en cours de différenciation où l 'on reconnait des vaisseaux de large
diamètre non encore l ignifiés. La l ignification des cellules (fibres, sclérenchyme
et xylème primaires) abolit l 'extensibil i té des parois : elle marque donc la fin de
l'élongation de l 'entre-næud.

b) Le phellogÈne et le liège

De place en place, sous l 'épiderme, certaines cellules se dédifférencient et
reprennent une activité méristématique. Progressivement cette activité gagne
toute la zone sousépidermique. l l  se met ainsi en place une deuxième zone
méristématique secondaire, le phellogène. Celui-ci, homogène, est formé de
cellules parallélépipédiques aplaties (5 x 20 X 30 nm approximativement), bien
vacuolisées, qui se divisent tangentiellement. Elles produisent surtout des dérivées
vers l 'extérieur de la tige qui se chargent d'une substance lipidique hydrophobe,
fa subÉrine. Ainsi se constitue le liège, revêtement protecteur imperméable de la
tige adulte, interrompu de place en place par des zones lâches de cellules subéri-
f iées, les lenticelles, permettant les échanges gazeux entre le rameau et le milieu
extérieur.

Au fur et à mesure que le cambium libéro-ligneux forme de nouvelles
couches de bois, le diamètre de la tige augmente, provoguant un étirement et
un écrasement des cellules externes. ultérieurement un deuxième phellogène
apparaitra dans le phloème et formera une nouvelle couche de l iège. Tous les
tissus situés à I 'extérieur de ce l iège imperméable ne seront plus alimentés et
mourront. L'écorce externe se fendil lera ou bien s'exfoliera par plaques ou par
rubans (voir p. 20).

I I .  CARACTERES ET DIFFERENCIATION
DES CELLULES MER ISTEMATIOUES

Comme une cellule animale, une cellule végétale comporte un cytoplasme
d'apparence visqueuse sur le vivant, limité par une membrane plasmique ou
plavnalemme. Ce cytoplasme renferme divers organites sièges de certains travaux
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cellulaires ainsi qu'un noyau plus ou moins sphérique, porteur de I ' information
génétique, jouant en quelque sorte un rôle de chef d'orchestre. Trois particula-
rités distinguent les cellules végétales. C'est tout d'abord la présence, parmi leurs
organites, de plastes entourés d'une membrane double; dans le stroma interne
peut se former un système de lamelles doubles, les thylakoïdes, portant la chlo-
rophylle (Bourdu et Giraud, 1978); celle-ci, en captant l 'énergie lumineuse, per-
met la synthèse des sucres et de l 'amidon (photosynthèse). Ensuite, le volume des
vacuoles est important alors qu'elles restent discrètes dans une cellule animale;
fimitées par une membrane simple le tonoplaste, elles accumulent certains pro-
duits du métabolisme (sucres, tanins etc...). Enfin l 'existence, autour du plasma-
femme, d'une paroi rigide confère aux plantes certaines particularités biologiques
ainsi qu'une bonne partie de leur intérêt industriel : celluloses, hémicelluloses,
pectines, l ignines y sont localisées et les propriétés des parois jouent une part
importante dans la qualité des bois ou des fourrages.

ULTRASTRUCTURE DES CELLULES MERISTEMATIOUES PRIMAIRES

Les cellules de l 'anneau init ial (f ig. I et 10) ont une paroi mince dont la
zone mitoyenne à deux cellules s'appelle la lamelle moyenne. Les parois sont
ponctuées de petites ouvertures ou plasmodesmes qui font communiquer les
cellules entre-elles par I ' intermédiaire de ponts cytoplasmiques. Le cytoplasme
renferme de très nombreux grains denses, les ribosomes. Ceuxci, constitués
de protéines et de RNA (acide ribonucléique),peuvent être l ibres ou groupés en
rosettes, les polysomes; ils sont spécialisés dans la synthèse des protéines. Le
fong de fa membrane plasmique, sont disposés des microtubules allongés d'envi-
ron 3 nm/0,02 nm de diamètre.

Le noyau,de 5 à 7 nm de largeur, occupe un volume important et renferme
un (parfois deux) globule très réfringent sur le vivant; ce nucléole est très riche
en RNA et certaines synthèses piotéiques y ont l ieu. outre le (ou les) nucléole
on distingue, sur les micrographies électroniques du noyau, des masses fibri l-
faires de chromatine .' composée de protéines et de DNA, elle renferme la plupart
des informations commandant le fonctionnement de la cellule. Le noyau est
l imité par une enveloppe double percée de pores. cette double membrane nuclé-
aire est en l iaison avec un ensemble de cavités aplaties formant des nappes ou des
tubules communiquant entre eux : ce réticulum endoplasmique, relativement
peu développé dans une cellule méristématique, constitue une sorte de labyrinthe
dans le cytoplasme dont il est séparé par une membrane ponctuée ou non de
ribosomes; on parle alors de réticulum rugueux ou de réticulum lisse. ces ribo-
somes jouent eux aussi un rôle actif dans la synthèse des protéines. A l ' intérieur
du réticulum s'accumulent et circulent nombre d'enzymes et de produits du mé-
tabof isme cellulaire. certaines régions de réticulum donnent naissance à l 'appa-
reil de Golgi formé d'empilements plus ou moins importants de saccules aplatis
(dictyosomes);ceuxci émettent à leur périphérie des vésicules qui circulent dans
le cytoplasme et peuvent déverær leur contenu à l 'extérieur de la cellule ou bien
dans les vacuoles (Prat et coll., 19771. celles-ci sont très discrètes dans une cellule
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méristématique; leur origine est encore controversée mais i l semble qu'elles pro-
viennent, en premier l ieu, de tubules de réticulum lisse ou de vésicules issues de
l'appareil de Golgi (Marty, 1978). D'autres organites tels les peroxysomes, les lyso-
somes dérivent également du réticulum ou du Golgi. ll existe donc une continuité
à la fois dans l'espace et dans le temps entre ces divers compartiments cytoplas-
miques : réticulum, appareil de Golgi, lysosomes,vacuoles... Ceuxci apparaissent
comme des régions spéciali#es d'un système membranaire en renouvellement
constanu il se crée ainsi un véritable flux membranaire dans la cellule dont le
point de départ est le réticulum : là se fait la synthèse de nouvelles membranes et,
pour cette raison, le réticulum est appelé par certains auteurs le < méristème de
la cel lu le I  (Hanke,  1977).

Les mitochondries d'une cellule méristématique sont ovoïdes (0,5 X 1,5 nm
environ) et relativement peu structurées; sites de la respiration cellulaire , elles
fournissent l'énergie nécessaire à la vie de la cellule. Les plastes sont également
petits (1 à 2 nml et peu différenciés : i ls ne comportent que quelques lamelles
noyées dans f e stroma; on les appelle alors des proplastes.
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Fig. 10 - schéma d'une cellule méristématique. Mêmes légendes que fig. 9. mp : membrane
pjÏI:l.:lla :.microtubute; pl : plasmodesme; r : ribosomes; re : reticutum endoptasmique;vig : vestcutes golgiennes,
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Fig- ll - Caractères ultrastructuraux des cellules cambiales de Sycomore (coupe tangen-
tiellel. A : vue d'ensemble d'une initiale fusiforme {ifl et de deux initiales radiates lirl. B :
détail; en haut initiale fusiforme; en bas initiale radiale. Mêmes lfuendes que fig, g et io.
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ULTRASTRUCTURE DES CELLULES MERISTEMATIOUES SECONDAIRES

Comme les cel lu les de I 'anneau in i t ia l ,  les cel lu les cambia les ( f ig .8 et  11)
sont caractérisées par une paroi mince et un cytoplasme dense, riche en ribosomes.
Par contre leur appareil vacuolaire est très développé et refoule le cytoplasme à
la périphérie de la cellule. Ces init iales longues possèdent un noyau étiré pourvu
de plusieurs nucléoles. Les init iales courtes ont un noyau globuleux à un ou deux
nucléoles. Les autres organites cellulaires ressemblent beaucoup à ceux que nous
avons décrits au paragraphe précédent. Les plastes cependant peuvent, dans cer-
tains cas, posséder des thylakoTdes bien développés et de la chlorophylle. C'est
le cas des init iales courtes du Sycomore, alors que les init iales longues ne possè
dent que des proplastes.

D IF  FERENCIAT ION D 'UNE CELLULE MER ISTEMATIOUE

Prenons le cas de l 'évolution d'une cellule de l 'anneau init ial en parenchyme
foliaire. La feuil le mise en place par le méristème primaire croit d'abord par
multiplication cellulaire puis par accroissement du volume des cellules. A la
phase de prolifération succède une phase de différenciation marquée par plu-
sieurs modifications concomitantes (f ig. 12) :

- extension puis épaississement des parois accompagnés d'une importante acti-
vité golgienne; les vésicules golgiennes déversent à l 'extérieur du plasmalemme les
polysaccharides nécessaires à l'accroissement de la paroi; en même temps la mem-
brane de ces vésicules en s'incorporant au plasmalemme augmente sa surface
(Roland, ce volume); on appellera ici paroi primaire la paroi ainsi élaborée au
cours de la croissance cellulaire;

t 3

@-
Fig. l2 - Schéma de la différenciation d'une cellule méristématique en cellule différenciée.
p : p l a s t e ; v : v a c u o l e ,
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- augmentation du volume vacuolaire; les petites vacuoles gonflent par apport de
vésicufes d'origine golgienne ou réticulaire (Prat et coll.,1g77; Marty, ,|9781, puis
fusionnent entre-elles; f inalement, la majeure partie du volume de la cellule est
occupée par une énorme vacuole tandis que le noyau et le cytoplasme, repoussés
à la périphérie, sont étroitement appliqués contre la paroi; cette augmentation du
volume vacuolaire résulte à la fois d'un accroissement du tonoplaste par le flux
membranaire et d'une entrée d'eau dans une cellule de pression osmotique élevée
(Prat et coll., 1977: Roland, ce volume);
- différenciation des proplastes en chloroplastes; les proplastes grossissent tandis
que s'édifie un système complexe de thylakoïdes dans le stroma et que sont syn-
thétisés pigments et enzymes nécessaires à la photosynthèse (Bourdu et Giraud,
1 9781.

Ainsi se réalise une cellule de parenchyme chlorophyll ien (fig. 13) caracté-
risée par une grande vacuole et des chloroplastes gros (jusqu,à 300 nm3l, et
nombreux. Le cytoplasme renferme relativement moins de ribosomes que dans
une cellule méristématique; réticulum et appareil de Golgi sont également peu
développés.

D'une façon générale, la différenciation d'une cellule végétale est la résul-
tante de plusieurs processus caractéristiques :

1) un accroissement global du volume cellulaire accompagné d'un enrichissement
en matériel membranaire;
2l une vacuolisation souvent très poussée;
3) une synthèæ plus ou moins importante de matériel pariétal;
4) un développement préférentiel de certains organites cellulaires : par ex. chloro-
plastes pour le parenchyme assimilateur, plastes amylifères pour le parenchyme à
réserves, appareil de Golgi ou réticulum pour une cellule sécrétrice ...
5| la biosynthèse de protéines et de composés caractéristiques du type de cellule
réalisé : nouvelles enzymes, pigments, l ignine, produits de sécrétion etc...

I I I .  ULTRASTRUCTURE DE OUELOUES TISSUS VEGETAUX

La spécialisation acquise par certains tissus leur permet d'élaborer en grande
quantité des produits ou des cellules que l 'homme exploite à son profit : amidon,
tanins, essences, latex, f ibres, bois... Nous allons i l lustrer pour quelques cas lés
caractéristiques ultrastructurales de ces tissus: nous ne reviendrons pas sur les
tissus de revêtement (épiderme et liège) que nous avons définis précédemment.

LES PARENCHYMES

On groupe sous ce terme général des tissus à structure cytologique simple.
Leurs cellules très vacuolisées, à cytoplasme peu dense sont spécialisées surtout
dans l 'assimilation (parenchyme chlorophyll ien, f ig. l3l ou la mise en réserve.
ces réserves peuvent être des lipides apparaissant comme des globules au sein du
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Fig. 13 - Cellule de parenchyme chlorophyllien de feuille de Tabac. a : amidon; m :mito-
chondries; N : noyau; p : plaste;v : vacuole. (Cliché Y. Lemoinel.

cytoplasme, des protéines localisées dans le réticulum, la vacuole ou directement
dans le cytoplasme; les polysaccharides existent à l'état soluble dans les vacuoles
ou bien s'accumulent sous forme d'amidon dans les plastes : on parle alors de
plastes amylifères ou amyloplastes. Dans le tubercule de pomme de terre par
exemple, les amyloplastes sont énormes, dépassant 20 nm de diamètre, distendus
par un gros grain d'amidon; la double membrane plastidale étirée à l'extrême est
à peine reconnaissable et i l  n'existe plus ni stroma, ni thylakoïde.

On trouve des parenchymes dans les feuilles, l'écorce, la moelle ainsi que
dans les tissus conducteurs.

1 5

LES  POLYMERES  VEGETAUX  Vol. 2 - part 1

33/529



' t6
A.M. CATESSON

Fig. î4 - cellules sécrétrices. A : cellule à tanins de pommier; ceuxci apparaissent sous
forme de précipités denses dans la vacuole v. B : cellule d'Oeillet sécrétant des polysacchari-
des; ceux+i, contrastés par la 'réaction pATAg (cf Roland, chapitre suivant), apparaissent
noirs sur la micrographie. E : espace entre la paroi et la membrane plasmique mp. Autres
légendes : cf. 9 et 10.

TISSUS SECRETEURS

certaines cellules élaborent en grande quantité des produits qui peuvent
être #crétés à l 'extérieur de la cellule (nectar, résine) ou bien stockés à l ' inté-
rieur, souvent dans la vacuole (tanins, latex). Ces cellules peuvent être soit isolées
dans le parenchyme (cellules à tanins, f ig. 14 Al, sur l 'épiderme (poils sécréteurs),
soit réunies en un réseau complexe (cellules formant du latex ou laticifères, chez
le Pavot, l'Hévea), soit groupées autour d'une cavité où elles déversent leur sécré-
tat (poches à essence de l'écorce d'orange; canaux à résine du pin par ex.l. Les
produits de sécrétion polysaccharidiques (nectars, mucilages) sont d'origine
golgienne (fig. 14 B); dans le réticulum sont élaborés ou transitent les sécrétions
terpéniques (essences, résines) ou polyphénoliques. Ainsi une cellule sécrétrice
estclle presque toujours caractérisée par un important développement de l'appa-
reil de Golgi ou du réticulum durant la phase de sécrétion.
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TISSUS DE SOUTIEN

lls sont caractérisés par des parois épaisses et résistantes. Lorsque cette
paroi demeure cellulosique, on parle de collenchyme; lorsqu'elle est imprégnée
de fignine, il s'agit de sclérenchyme. Les cellules de soutien peuvent être plus
ou moins allongées dans le sens de l 'axe de l 'organe. Lorsqu'elles sont très lon-
gues par rapport à leur diamètre, elles sont appelées fibres.

r) Le collenchyme

Nous avons vu (p. 5) que les premières celrules de collenchyme apparais-
saient précocement sous l'épiderme de la tige de sycomore : c'est en effet un tissu
qui se différencie pendant la croissance. Les parois primaires s'épaississent consi-
dérablement tandis que s'allonge la cellule grâce à une production intense de
polysaccharides par l 'appareil de Golgi. Dans le collenchyme différencié, les
parois sont constituées de très nombreux feuil lets concentriques de fibri l les
cellulosiques alternativement perpendiculaires et parallèles à l,axe de la cellule.
Ces parois demeurent extensibles et permettent l 'élongation de I 'organe. La cellule
reste vivante et peut renfermer des chloroplastes (f ig. l b).

Filr. l5 - Collenchyme d'un pétiole de Carotte; coupe transversale examinée au microscope
llactronique après ombrage. Noter l'épaisseur de la paroi secondaire (Psl formée de plusieurs
cotrches. Pp : paroi primaire. (Cliché J.C. Roland).

t'
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b) Le sclérenchyme

On regroupe sous ce nom des cellules de formes assez diverses et caractéri-
sées par une paroi très dure (oxlepos : dur). Lorsque la croissance cellulaire
est achevée, il s'ajoute à la paroi primaire une nouvelle couche pariétale constituée
de strates de fibrilles cellulosiques très serrées : c'est la paroi secondaire. Ultérieu-
rement, l 'ensemble se l ignifie et le contenu cellulaire dégénère plus ou moins vite.
Le sclérenchyme peut être polyédrique comme celui qui forme la paroi de la
noisette, le noyau des cerises ou le chaume des Céréales; il peut aussi constituer
de longues fibres (fig. 161 : 5 centimètres chez le Lin,22 chez la Ramie.

Fig. 16 - Faisceau de fibres (f) de céleri, plus ou moins dilacéré..

LES TISSUS CONDUCTEURS

Xylème et phloème sont des tissus complexes, c'est-à-dire formés par des
ensembles de cellules à caractères et à rôles particuliers. on y distingue des cellu-
les conductrices proprement dites : les tubes criblés dans le phloème, les trachéi-
des (fermées à leurs extrémitésl et les vaisseaux (ouverts à leurs extrémités) dans
le xylème. ll s'y adjoint des parenchymes ayant souvent un rôle de réserve : paren-
chyme vertical aux cellules étirées dans l'axe de l'organe, parenchyme horizontal
allongé perpendiculairement. Enfin des fibres renforcent la résistance de ces tissus
(tableau l). Les parois des cellules phloémiennes demeurent cellulosiques sauf
celles des fibres. Dans le xylème, fibres, trachéides et vaisseaux sont toujours
lignif iés, les cellules parenchymateuses peuvent rester cellulosiques chez les plantes
herbacées. ll se développe en général dans toutes ces cellules une paroi secondaire.
De place en place, celle-ci ne se dépose pas : seule la paroi primaire cellulosique
sépare les deux cellules adjacentes; on appelle ponctuation ces zones déprimées
particulières. Elles renferment de nombreux plasmodesmes lorsqu'elles sont
situées entre deux cellules vivantes (fig. 1 7 page 20).
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Fig' 17 - Schéma d'un fragment de coupe longitudinale de bois montrant deux vaisseaux(Vt et Vz) et plusieurs cellules.de parenchyme. l l : gtobule l ipidique; po : ponctuation;pp:paroi primaire; Ps : paroi secondaire. Autres légenàe, èt tig. S ei lO.'

Les tubes cribrés sont des ceilures vivantes mais dépourvues de noyau;
chez les plantes pérennantes i ls vivent rarement plus d,une saison sauf chez la
Vigne par exempre. Les vaisseaux et les trachéides meurent à ra fin de reur diffé-
renciation et restent rarement fonctionnels plus d,une année, Les fibres peuvent
également dégénérer à leur maturité ou bien demeurer vivantes et servir de cellules
à réserves pendant un ou deux ans, Les parenchymes restent vivants prusieurs
années; i ls accumurent à r'automne des réserves (amidon, ripides, protéines) utiri-
sées au printemps rors du débourrage des bourgeons, avant ra reprise de ra photo-
synthèse. Dans un arbre ou un arbuste, les parties les plus âgées du phloème sont
écrasées et exfoliées (p. g) ; le bois récent contenant de nombreuses cellules
vivantes constitue l 'aubier, le bois plus ancien où toutes les cellules sont mortes
est le bois de cæur.
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Chez les Conifères la structure du bois est relativement simple car il ne
cornprend que des trachéides, des rayons de parenchyme horizontal et, le cas
dtéant, les cellules sécrétrices bordant les canaux à résine : c'est un bois homo-
rVE lfig. 18 A) caractérisé par une certaine homogénéité des cellules. Chez les
fintes à fleurs au contraire, le bois est très hétérogène puisqu'il est constitué de
rtbseaux, de trachéides, de fibres, de parenchyme horizontal et vertical : c'est un
bb hétéroxylC (fig. 18 B).

FJ ,8 - Aspe6 en coup€ tranwersale de bois différents. A : bois homoxyté de pin à cro-
tg; r : rayon de parenchyme horizontal;T : trachéide. B : bois hétéroxylé de Sureau avec
ô ços vaisseaux V, des fibres F et des cellules de parenchyme p de plus faible diamètre;
aù : cambium. (Cliché J.C. Roland obtenu par microscopie à balayagel.

IV.  UN EXEMPLE DE DIFFERENCIATION :
BIOGENESE DES PAROIS LIGNIFIEES

L'importance du matériau bois a provoqué bon nombre d?tudes concer-
rrt l'architecture des parois lignifiées. Actuellement, l,organisation de la matrice
gol'ysaccharidique commence à être connue comme Roland l,explique dans ce
lvre mais les relations spatiales entre lignine et polysaccharides restent encore
Dl comprises. Un moyen d'approche de ce problème est de suivre conjointement,
gr&e aux techniques récentes de cytochimie ultrastructurale, la mise en place des
trærs constituants pariétaux au cours de la différenciation des cellules ligneuses.LES  POLYMERES  VEGETAUX  Vol. 2 - part 1
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CARACTE RES U LTRASTR UCTU RAUX DES PAROIS LIGN I F I EES

L'analyse biochimique des parois l ignifiées montre une composition globale
qui est d'environ 50 % de cellulose, 30 % de lignine, l0 % d'hémicelluloses, plus
des pectines. Mais ces différentes zubstances ne sont pas réparties de façon uni-
forme, comme en témoignent les tableaux i l et l l l . on constate que lateneuren
pectines, en hémicelluloses et, d'une façon générale, le matériel matriciel isotrope
diminuent depuis la lamelle moyenne jusque dans la paroi secondaire alors que
c'est l'inverse pour la cellulose et toutes les substances fibrillaires anisotropes.
Analyse chimique, fluorescence, spectrophotométrie ultraviolette montrent que
la lignine est également beaucoup plus abondante dans la lamelle moyenne et la
paroi primaire : dans les trachéides d'Epicea par exemple, on y trouve près de
7o % de la ten€ur totale en l ignine (voir Frey-wyssling, 1976; preston, 1g741,
c'est ce que confirment les observations en microscopie électronique (fig. l9).

La structure de la paroi secondaire qui résulte de la texture parallèle des
microfibri l les d'un même feuil let varie suivant les cellules. Elle est simple dans les
vaisseaux, sauf exception, tandis qu'elle révèle dans les fibres et les trachéides
plusieurs corches classiquement appellées sr, sz, sr qui peuvent elles mêmes
être grbdivisées (cf. Roland dans ce l ivre). Cællulose et l ignine constitueraient
deux matrices s'interpénètrant où la lignine serait plus concentrée suivant des
lignes radiales ou des lamelles concentriques (Ndessany et coll., lg65; voir
Preston, 19741. comme la délignification ne modifie pas le diagramme de diffrac-
tion aux rayons X de la cellulose, il sernble bien que la lignine soit déposée à
l'extérieur et non à l ' intérieur de la microfibri l le de cellulose (voir preston, lg74).
La question se pose toutefois de savoir si elle enrobe chaque microfibrille ou s,il
existe des couches alternées de cellulose et de lignine.

Fit. 19 - Coupe tranwersals de fibres {F} d,O€iltet vues au microscope électronique. La
lignine réagit avec le réactif de coppick et Fowler en donnant des prôcipitésd,argent : ceux-
ci sont beaucoup plus abondants dans la prroi primaire (Pp) que dani la paroi secondaire
(Ps). (Cl iché Y. Czaninski l .
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TABLEAU I I

Variation de la composition de la paroi cellulaire au cours de la différenciation
d'une cellule cambiale de Sycomore en fibre-trachéide.

(d'après D.H. Northcote, Symp. Soc. Exp. Biol.,17, 1'57-1741.

TABLEAU I I I

Pourcentage de polysaccharides dans les différentes couches de la paroi d'une fibre
(d'après Preston, 1 9741.

La cytochimie ultrastructurale révèle des différences entre paroi primaire
et paroi secondaire (Czaninski, 1979) qui réflètent peut-être la diversité d'organi-
sation du complexe lignine-polysaccharides. Ces derniers sont faciles à mettre
en évidence par les réactifs appropriés dans les parois primaires qu'elles soient
l ignifiées ou non; entre deux vaisseaux une hydrolyse partielle a l ieu dans la

Substances pectiques
Cellulose
Hémicel lu lose
Lignine
Poids total de la paroi/1 cellule

Cellule cambiale
(mPs)

F ibre trachéide
(mPs)

2,3
5,6
6,9

15,3

5,8
62,8
49,5
39,7

160,0

Polysaccharides

Paroi primaire Paroi secondaire

o/o

s l

oÂ

s2

partie
externe

o/o

s2 +s3

partie
interne

oa

Bouleau

Galactane
Cellulose
Glucomannane
Arabinane
Glucuronoxylane

Epicéa

Galactane
Cellulose
Glucomannane
Arabinane
Arabinoglucuronoxylane

16,9
41,4
3 ,1

13,4
25,2

20,1
35,2
7,7

29,4
7,3

1 , 2
49,8
2,8
1 , 9

44,1

5,2
6 1 , 5
16,9
0,6

15,7

o,7
48,0

2 ,1
1 , 5

47,7

1 ,6
66,5
24,6

0,0
7,4

0,0
60,0
5 ,1
0,0

35,1

3,2
47,5
27,2
2,4

19,4
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paroi des ponctuations où ne subsistent que les pectines acides méthylées (fig.
20). Par contre, dans les parois secondaires l ignifiées, une réaction nulle ou très
faible est obtenue avec le PATAS, ce qui indique que les radicaux vicglycols ne
sont pratiquement plus accessibles : ceci peut être dt au degré de cristallisation
des polysaccharides, à une trop grande compaction des fibri l les ou bien à un
masquage des vicglycols par diverses substances; dans cette paroi secondaire, la
lignine semble constituer des strates parallèles de périodicité voisinede 10 nm,ce
qui est la largeur d'une fibri l le élémentaire de cellulose (Czaninski, 1979; Frey-
Wyssling, 1976). La disposition de la l ignine ne semble pas aussi régulière dans
la paroi primaire.

Fig. 20 - Schéma montrant la structure des parois entre vaisseaux (Vt, Vz) entre vaisseaux
et cellules de parenchyme, ou entre cellules de parenchyme {pt, pz}. Après le réactif pATAg,
la paroi primaire (Ppl est bien constrastée sauf au niveau des ponctuations entre 2 vaisseaux;
la paroi secondaire (Psl n'est pratiquement pas contrastée (comparer à la figure 17).

ELABORATION ET LIGNIFICATION DE LA PAROI AU COURS DE LA
DIFFERENCIAT ION D 'UNE CELLULE L IGNEUSE

Prenons comme exemple un vaisseau où la structure de la paroi secon-
daire est relativement simple. Les différentes phases de la différenciation de cette
cellule à partir d'une cellule procambiale ou d'une init iale fusiforme sont carac-
térisées par (f ig. 21) :

v2
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-\r2-----------s\ /

4

FA. 2l - Schéma de la différenciation d'un vaisseau à partir d'une initiale fusiforme du
anbium. 1 : cellule initiale; 2 : accroissement du volume cellulaire et nucléaire; 3 : proli-
tération golgienne; début de la formation de la paroi secondaire; début de dégénérescence
nucléaire; 4 : les épaississements secondaires sont en cours de lignification; la dégénéres-
cmce nucléaire s'achève; 5 : vaisseau complétement différencié; le cytoplasme a été totale-
tnont hydrolysé. Pp : paroi primaire; Ps : paroi æcondaire; po : ponctuation; N : noyau;
v :  wcuole.

- une importante augmentation du volume cellulaire,
- un accroissement du volume nucléaire suivi d'une dégénérescence du noyau,
- l 'élaboration d'une paroi secondaire discontinue au niveau des ponctuations.
- la l ignification des parois primaires et secondaires,
- la déçnérescence du cytoplasme et l'hydrolyse totale des parois transversales.

A la fin de la phase d'accroissement cellulaire, débute une période d'intense
ætivité golgienne au cours de laquelle le contenu polysaccharidique des vésicules
cst incorporé à la paroi lti1.22l. Les épaississements secondaires ne sont cepen-
dant pas mis en place de façon quelconque : i ls constituent des dessins caractéris-
tilues (annelés, spiralés, rayés, ponctuésl qui varient suivant l'âge de l'entre-
,Eud et l'espèce. Les zones privilégiées où se font les dépôts sont marquées par
fabondance des microtubules (Hepler et Newcomb, 1964; Hepler et Foskett,
1971, Wooding et Northcote, 1964; cf. Roland, ce volume); la destruction de
canxci, par la colchicine par exemple, entraine une élaboration anarchique de
b paroi secondaire (Hepler et Foskett, 1971; Brower et Hepler, 1976). Au mo-
.t:nt de l 'édification des ornementations secondaires, débute l ' incrustation par
b l ignine de la lamelle moyenne puis de la paroi primaire. Elle gagne ensuite le
nste de la paroi. Les précipités d'argent de la réaction de Coppick et Fowler (cf.
Qaninski, 1979) caractérisant la l ignine sont d'abord légers et diffus; i ls devien-
r:nt abondants le long de la paroi primaire puis s'étendent progressivement à
Errte l 'ornementation secondaire, montrant une disposition en couches parallè-
bs lorsque l'angle des coupes est favorable. Au fur et à mesure que se dépose la
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Fig. 22 - Micrographie électronique d'un vaisseau de Sycomore en cours de différenciation
(fin du stade 3 de la fis.21l. Les polysaccharides sont contrastés par le pATAg. pp : paroi
primaire; Ps : paroi secondaire. c€tte dernière se constitue grâce à l,apport de matériel par
les vésicules golgiennes. vg. qui viennent s'ouvrir au niveau de la membrane plasmique mp.
La partie basale de l'épaississement secondaire, en cours de lignification, est moins contrastée
que la partie interne en cours d'édification. G : appareil de Golgi; m : mitochondrie; re :
réticulum endoplasmique.

lignine la réaction PATAg, caractéristique des groupements vicglycols, s'atténue
puis s'annule presque complètement (f ig.23). Pour l, instant, nous ne pouvons
dire s'i l  y a là une relation de cause à effet (catesson et czaninski, résultats non
publiés).

La l ignification n'est donc pas simultanée du dépôt des polysaccharides,
mais le suit plus ou moins rapidement. c'est encore plus net pour les trachéides
que pour les vaisseaux; dans les premières, chaque couche pariétale, Sr, Sz, Ss, est
édifiée bien avant que ne commence la l ignification : la couche S: peut être ache-
vée avant que 52 ne soit l ignifiée (voir Preston, 1974).

La réaction de coppick et Fowler conserve mal les ultrastructures cytoplas-
miques et ne peut donc être utilisée pour rechercher les précurseurs de la lignine
ni pour identifier les organites responsables des diverses phases de sa biosynthèse
(voir Monties, ce volumel. Des expériences assez anciennes (pickett-Heaps, 1g681
ont localisé des précurseurs marqués (phénylalanine, acide cinnamique) à la fois
dans le réticulum et l 'appareil de Golgi avant de montrer leur incorporation dans
la paroi. Des travaux biochimiques plus récents ont reconnu la présence des
enzymes de la biosynthèse des composés phénoliques dans la fraction microso-
male du cytoplasme, essentiellement composée du réticulum et de l,appareil de
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Fitt- 23 - Schéma permettant de comparer les réactions obtenues avec le réactif pATAg
gour les polysaccharides (A) et avec celui de la lignine (B) lors de t,édification de ta paroi
!@ndaire des vaisseaux. Le stade correspond à celui de la figure 22. Dans les deux cas la
garoi primaire (Pp) est bien marguée tandis que, dans la paroi secondaire (psl, seule la frange
antsrne, non encore lignifiée, donne une réaction intense avec le pATAg.

Golgi (Alibert er coll., 1977; Czichi et Kindl, 1g77). Tout récemment, ces enzy-
mes ont été localisées en abondance sur la fraction < réticulum > (Herdt et wier-
man, 1978). l l  semble donc que les premières étapes de la biosynthèse des poly-
phénols aient l ieu au niveau du réticulum mais i l n'existe pas encore d,argument
définit if suggérant que leur transit vers la paroi se fasse plutôt par la voie réticu-
laire que par la voie golgienne. Etant donné l ' imprécision relative des techniques
util isées iusqu'ici pour trancher cette question, une autre approche pourrait être
l 'étude de la localisation infrastructurale des diverses enzymes impliquées dans la
biosynthèse de la l ignine. Parmi ces enzymes, les seules à pouvoir être facilement
localisées par des techniques cytoenzymologiques sont les peroxydases. Elles
agissent à la fin de la biosynthèse en assurant la polymérisation oxydative des
acides cinnamiques (voir Monties, ce volume). En microscopie à la lumière (fig.
24), i l  est facile de localiser dans les parois en cours de l ignification des peroxy-
dases réagissant avec les fonctions syringiles (Catesson et coll., .|978). La trans-
position à l 'échelle ultrastructurale ne permet pas d'uti l iser des substrats aussi
gécifiques : dans les parois primaires, i l  est peu aisé de distinguer les isozymes
intervenant dans la l ignification parmi toutes les peroxydases qui y sont parti-
culièrement abondantes; dans les parois secondaires en fin d'élaboration i l n'existe
qu'une activité peroxydasique transitoire vraisemblablement l iée à la biosynthèse
de la l ign ine.
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Fig. 24 * Coupe transversale
d'une t ige d 'Oei l let  en crois-
sance. Mise en évidence de
peroxydases agissant sur le radi-
cal syringyl (oxydation de la
syringaldazine en présence
d'HzOzl dans les f ibres en cours
de différenciation (f). F : fibres
déjà différenciées.

L'élaboration de la paroi secondaire et sa l ignification i l lustrent bien l 'un
des caractères de la différenciation cellulaire : certaines voies de biosynthèse
disparaissent, celle des pectines dans le cas du xylème par exemple, tandis que
d'autres, spécifiques, se mettent en place, telle ici la production des enzymes du
métabolisme des phénylpropanes. L'induction d'une nouvelle voie métabolique
spécialisée exprime des potentialités cellulaires jusque là réprimées dont la mani-
festation est contrôlée par un certain équilibre des régulateurs de croissance.

Les tentatives actuelles d'analyser les diverses étapes de cette différen-
ciation à l 'aide de techniques très diverses (biochimiques, biophysiques, cyto-
chimiques, ultrastructurales, etc...) constituent une approche intéressante pour
essayer de comprendre l 'architecture moléculaire des parois l ignifiées, les facteurs
qui la contrôle et apprécier ultérieurement ce qui détermine les qualités des bois.

V. CONCLUSION

La différenciation est un processus conduisant à une modification stable
et, en principe, irréversible de la structure et du métabolisme d'une cellule en vue
d'accomplir une fonction particulière. Cependant, chez les végétaux, la différen-
ciation n'est pas toujours acquise définit ivement et nombre de cellules peuvent
faire retour à un état méristématique : ce phénomène de dédifférenciation est à
la base, entre autres, de la multiplication végétative et du bouturage des plantes.
Par contre les cellules conductrices de la sève, et le bois de façon plus générale,
sont de bons exemples de différenciation irréversible.

Les diverses étapes de la différenciation sont soumises au contrôle généti-
que de la cellule et sont modulées par l'action des régulateurs de croissance pro-
duits par la plante. Elles sont également influencées par l 'environnement : par
exemple, la lumière, la sécheresse favorisent le développement des tissus conduc-
teurs et la l ignification.
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Ultrastructure et terture
des polysaccharides

dans la paroi des cellules végétales

on oppose classiquement les r cellules nues l des animaux, dont le cyto-
plasme est seulement l imité par une membrane, la membrane cytoplasmique ou
plasmalemme, aux ( cellules revêtues l des plantes et des bactéries qui secrètent
autour de leur plasmalemme une paroi rigide et résistante.

Des observations récentes modifient sensiblement les connaissances sur le
rôle et la structure de la surface des cellules des deux règnes du monde vivant.
Dans les cellules animales, les études cytochimiques, biochimiques, immunolo-
giques ont montré que le plasmalemme est en effet revétu sur son versant externe
d'un (( manteau r (le cellcoat des auteurs anglosaxons, également appelé glyco-
calyxl' Ce revêtement est de nature glucidique et glycoprotéique. ll joue un rôle
d'intermédiaire actif, recevant des informations extérieures qui sont ensuite trans-
miæs au cytoplasme. ll est très apparent en microscopie électronique dans les
cellules animales assurant des échanges intenses. Certaines possèdent des émer-
gences fibrillaires polysaccharidiques longues et structurées (Protistes, cellules
intestinales, tissu conjonctif, etc).

chez les plantes, la paroi est une formation quasi constante; elle leur confère
des propriétés mécaniques particulières. Très rares sont les cellules qui en sont
dépourvues (gamètes et spores nageuses des cryptogames, plasmode de Myxo-
mycètes... l.

La paroi forme, entre le milieu et le contenwprotoplasmique,un système
tampon, voire un écran, qui intervient de multiples façons dans la vie des tissus
et des organes. Elle correspond à un véritable < milieu intérieur ) pour la plante.
c'est dans ce compartiment que le cytoplasme puise les diverses substances néces-
saires à son métabolisme et rejette les composés - sécrétions et déchets - qu,elle
élabore. Perméable à l'eau et aux métabolites, la paroi s'oppose à la pression
osmotique interne et assure la turgescence et le maintien de l'organisme. Les
cellules jeunes qui sortent de l'état méristématique, sont en outre capables de
s'accroître de façon considérable et rapide; elles se trouvent donc logées dans
une enveloppe à la fois résistante et extensible, ce qui implique une organisation
et des mécanismes régulateurs très précis. Ultérieurement, lorsque la croissance
a cessé, des modifications structurales et chimiques apparaissent qui contribuent
en général de façon essentielle à donner la spécificité fonctionnelle de chaque
tissu. Pour sa plus grande part la paroi est de nature polysaccharidique.
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I .  LES NIVEAUX PRINCIPAUX DES PAROIS

Le microscope photonique a permis de distinguer plusieurs régions dans
fa paroi (fig. 1 et 21. La ramette moyenne est ra formation ra prus périphérique.
Dans les tissus, elle e$ commune aux ceilules contigûes et forme un ciment
constitué de polysaccharides acides, les pectines. Ainsi, les cellules sont entourées
par une enveloppe hydrophile polyanionique. par ses propriétés physicochimi-
ques, la lamelle moyenne conditionne la cohésion intercellulaire. Cetie dernière
est en général forte (méristème, tissus conducteurs, t issus de soutien, épiderme...);
parfois les pectines se dissocient et les cellules se trouvent isolées les unes des
autres. ce phénomène qui résulte de l'activité d'enzymes pectinolytiques secré-
tées par le cytoplasme intervient à des moments très précis et déteiminants dans
la vie des cellules (tissus sporifères, renticeiles, coiffe des racines, tissus d'abscis-
sion permettant la chute des feuil les, etc).

L'observation des cultures in vitro montre que les propriétés de la lamelle
lnoyenne sont génétiquement fixées (< cultures friables I dont les cellules se

ultrastructure et texture des potysaccharides dans la paroi des celtules végétales

roi primairc

anrel l t  rn, , rcnnr
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Fig. | - Vue perspective d'une paroi disséquée montrant res différents niveaux.
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Fig. 2 - Strates 51, 52 et 53 d'une paroi secondaire. Trachéide du bois de pin (x 1 500).
al Coupe transrersale en lumière naturelle.
bl ldem en lumière polarisée.
P1 : paroi primaire et lamelle mitoyenne.

séparent facilement) et qu'elles sont modifiées par certains facteurs externes
(une agitation mécanique des cultures de tissus en milieu l iquide permet d'obtenir
des suspensions de cellules isolées). La cohésion intercellulaire est sous la dépen-
dance d'hormones; ainsi l'acide abscissique peut activer la séparation des cellules
par clivage des lamelles pectiques. ll est possible expérimentalement de séparer,
puis de réassocier les cellules par l ' intermédiaire de leur lamelle moyenne (Leppart
et  Colv in 1971).

Les niveaux plus internes de paroi sont renforcés par une charpente cellu-

losique. Ces territoires pariétaux apparaissent comme autant de coques concen-

triques et individuelles pour chaque cellule dans lesquelles on distingue deux
phases de composés polysaccharidiques (voir Frey'Wyssling 1976; Preston, 1974;

Roelofsen, 1959) : une phase amorphe et continue formant la matrice de la
paroi et une phase cristalline et discontinue : la cellulose. Celleci apparaît chez

les plantes supérieures sous forme de microfibrilles élérnentaires de longueur

indéfinie et de diamètre compris en général entre 30 et 40 A (MÙhlethaler, 1960).

Ces unités ont tendance à se fascier au cours des traitements de préparation pour

la microscopie électronique et elles apparaissent alors sogs forme de faisceaux de

microfibrilles dont le diamètre se situe vers 200 à 300 A .

On distingue la paroi primaire la première formée des niveaux cellulosiques.

Elle est très hydrophile et riche en hémicelluloses. L'eau peut représenter jusqu'à

90 % de son poids. La cellulose représente un faible pourcentage des polysaccha-

rides et la charpente fibri l laire y est relativement lâche. L'étude cristallographique

montre que l'agencement des chaînes glucosidiques est, à ce niveau, relativement
peu régulier à I ' intérieur des microfibri l les de cellulose (Chanzy et coll. 19781.

La paroi primaire est la seule enveloppe fibri l laire des cellules jeunes et en crois-

sance. Sa propriété caractéristique est donc la plasticité-

Lorsque la croissance cesse, des assises nouvelles sont élaborées qui cons-

tituent la paroi æcondaire, inextensible. Celleci est variable d'un tissu à l'autre;

d'une façon générale elle est peu hydratée l2O % ou moins d'eau). La charpente

fibri l laire y est toujours très compacte. La cellulose y est hautement cristall ine.
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I  I .  DISPOSITION DES POLYSACCHARIDES

Nous envisagerons successivement les parois secondaires plus robustes et
faciles à mettre en évidence, puis les parois primaires plus fragiles.

L 'ORGAN]SATION DES PAROIS SECONDAI RES

Grâce à la compacité de la charpente cellulosique, les parois secondaires
supportent sans déformation importante les traitements nécessaires pour l'observa-
tion aussi bien en microscopie photonique qu'en microscopie électronique. Elles
sont fortement biréfringentes, ce qui permet une étude au microscope polarisant.
Elles sont constituées de strates concentriques faites de microfibrilles de cellulose
serrées et disposées parallèlement entre elles. L'orientation des fibrilles par rapport
à l'axe de la cellule est variable d'une strate à l'autre, et spécifique. Ceci produit
des inégalités dans le rétablissement de la lumière polarisée et conduit à distinguer
classiquement trois régions qui sont particulièrement nettes dans les trachéides
et les fibres du bois : 51 (externel, Sz (médiane), 53 (interne). 31 et 53 sont

r ' i

/ /

I

FrC. 3 - Orientation des f ibrilles de cellulose dans les strates d'une paroi secondaire. Trachéide
du bois de conifère. Les couches intermédiaires I et 53 sont absentes dans certaines espèces.
(d'après R.D. Preston, 1974).
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constituées de fibri l les inclinées par rapport à l 'axe cellulaire. 52 qui est la partie
la plus épaisse est formée d'un nombre variable d'assises dans lesquelles l'orien-
tation de la cellulose est plus redressée par rapport à l'axe cellulaire. Des orien-
tations intermédiaires existent entre les strates (fig.3). Dans certaines espèces,
53 maneue (Preston, 1974).

L'organisation des parois æcondaires apparaît toujours très précise et spé-
cifique. Les fibres du bois et les fibres textiles ont fait l'objet d'études détaillées,
car leurs propriétés mécaniques dépendent directement de l'agencement de leurs
parois secondaires. Celui-ci résulte d'une régulation très précise où interviennent
facteurs internes et externes. C'est un exemple bient!æirltæ qui montre une inter-
action étroite entre l'activité génétique propre à chaque cellule et l'environne-
ment. Ainsi, le bois de réaction qui se développe dans les organes sous tension
présente des parois dont la texture est modifiée par rapport au témoin. Dans ces
parois sont élaborées des couches particulières épaisses, les < couches gélatineu-
ses l, G, qui, suivant les cas, s'ajoutent ou se substituent aux strates 52 et 53
tf ig. 4) (Wardrop, 1964). Un autre cas est fourni par le coton qui forme une paroi
subdivisée en strates concentriques dans les conditions naturelles et une paroi
non stratif iée en lumière continu (Anderson et Moore, 1937).

Signalons également que certaines parois secondaires ont une architecture
fibrillaire non constituée de cellulose. Le cas est fréquent chez les algues et les
champignons où des fibri l les de xylane, de mannane, de chitine forment I 'arma-
ture résistante. ll se rencontre aussi chez les plantes zupérieures, en particulier
dans fes ceffules qui stockent dans la paroi des polynccharides de réærve. La
fig. 5 montre des parois épaissies du tissu de réserve, l'albumen, d'une graine
de jacinthe des bois (Endymion). Ces parois sont constituées par des dépôts
massifs de glucomannanes qui seront digérés par l'embryon au moment de la
germination de la graine (Goldberg, 1970).

s: (c)
s 2  ( G

Fig. 4 - Modif ication de la texture des parois dans les f ibres du bois de réaction'
a) Structure habituellê (témoin).

bl Modif ication de 52.
cl Modif ication de S3.
d) Elaboration d'une strate supplémentaire,
G : couche ( gélatineuse >, P : paroi primaire.
(d'après A.B. Wardrop, 19641.

cba
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Fig. 5 - Paroi constituée par l'accumulation de polysaccharides de réserves. Albumen de la
graine de jacinthe des bois (Endymion). La paroi secondaire est ici constituée par des gluco-

mannanes qui seront digérés lors de la germination,

a)  Coupe de graine mùre.  Lumière naturel le.  (x 800).
b)  ldem en lumière polar isée.  On dist ingue un phénomène de croix noire autour de chaque
ponctuation.
c)  Fibr i l les de la paroi  secondaire (x 25 000).

L'ORGAN ISATION DES PAROIS PR I  MAI RES

L'organisation des parois primaires a donné lieu à des controverses qui
résultent en grande partie de leur fragil ité. l l  est diff ici le en effet de réaliser de
bonnes préparations sans perturber l 'édifice ténu qui les constitue. Lorsqu'on
soumet ces parois à un ombrage sans précautions spéciales, les microfibri l les de
cellulose apparaissent sans ordre particulier; elles forment une sorte de feutrage
aux mailles plus ou moins larges. Classiquement, on tend à définir les parois
primaires comme celles qui ont une ( structure dispersée L Les observations les
plus récentes conduisent à penser que cet état dispersé résulte-en grande partie
des méthodes de préparation ou qu'i l  n'existe que dans une partie de la paroi

en croissance (voir Roland et Vian, 1979). Lorsqu'on procède à des mises en

évidence beaucoup plus douces comme le permet la cytochimie, on constate
que ces parois ont une organisation bien définie et forment des édifices tridimen-
sionnellement ordonnés (fig. 6).

Schématiquement, les parois en croissance apparaissent comme des sortes
de contreplaqués formés de strates successives typiquement croisées (fig.7). La
croissance implique un relâchement de certaines l iaisons interfibri l laires et un
glissement sous l ' influence de tensions dues à la turgescence interne. Le plus
souvent, la croissance est orientée, c'est-àdire que certaines unités glissent les
unes contre les autres dans certaines strates alors que d'autres résistent.
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Fig. 6 - Disposition des polysaccharides dans une paroi en croissance: Epiderme de l,hypoco.
tyle de soia. Coupe tranwersale à l'axe d'élongation. La disposition stratifiéeest bien visible.
Elle e$ due à l'alternance de polysaccharides disposés tranwersalement et longitudinalement.
pm : plasmalemme.

Entre les strates croisées existent des lamelles intermédiaires dans lesquelles
l'orientation des polysaccharides change progressivement et qui donnent un aspect
en ( arceaux ) aux coupes minces de parois (fig. 8). cette disposition torsadée est
surtout visible lorsque les coupes sont obliques par rapport à l'axe cellulaire. Ce
serait une erreur de penser que de telles figures indiquent une réelle courbure des
chaînes polysaccharidiques : elles indiquent en fait l 'existence de plans de poly-
saccharides dont l'inclinaison est intermédiaire entre deux strates croisées (voir
fig. 11). De tels édifices sont particulièrement bien visibles dans les épidermes,
certains parenchymes corticaux, les collenchymes, etc.

Les travaux des biochimistes (Albersheim, l97Sl ont montré que les poly-
saccharides étaient unis en un réseau fermé par des liaisons covalentes et, semble-
t-t i l  par places par des l iaisons hydrogène, notamment entre la cellulose et les
chaînes d'hémicelluloses. c'est donc une enveloppe parfaitement définie qui
entoure complètement la cellule en croissance, Dans ce réseau s'intercalent
des chaînes peptidiques riches en hydroxyproline, liées également de façon cova-
lente à des chaînes d'arabinanes et de galactanes. cette partie peptidique constitue
l'extensine (Lamport, 1970). ouantitativement réduite (elle représente quelques %
du poids sec des parois primaires) elle pourrait avoir un rôle structural et fonc-
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FiC. 7 - Disposition croisée des strates successives dans une paroi analogue à celle de la
figure 6.
ll Texture croisée semblable à un contreplaqué. L'ensemble est flexible et résiste dans les
dcrlx directions du panneau,
bl Détail des f ibrilles dans les strates orthogonales X et Y.
p: liaisons interfibrillaires dont la rupturè différencielle permet un glissement et une crois-
rance orientée.

donnel important mais encore mal démontré. En toute rigueur, l'édifice macro-
mofécufaire caractérisant la paroi primaire est donc une glycoprofdrne. Dans cet
édifice sont incorporés des complexes enzymatiques variés tels que des peroxy-
dases, phosphatases, invertaæs (voir Chrispeels, 1976; Lamport, 1970) suscepti-
bles de modifier l'environnement cellulaire et les substances qui transitent dans
lc compartiment paroi.

Ainsi, d'une façon très générale, les polysaccharides sont typiquement
ordonnés dans les parois et les chaînes sont disposées selon des hélices dont le
ggs est plus ou moins surbaissé par rapport à l 'axe cellulaire. Dans les tissus des
plantes supérieures, il est très difficile de suivre l'agencement sur tout le pourtour
dc la cellule et, notamment, à ses extrémités. Les algues unicellulaires se prêtent
mieux aux reconstitutions tridimensionnelles entières. Les résultats obtenus sur
Glaucocystis par exemple montrent une charpente f ibrillaire convolutée très carac-
éristique (fig. 9). Les fibri l les ne se terminent pas aux extrémités des cellules mais
décrivent des boucles qui contournent des points, ou ( centres de rotation n,
dtr.rés à égale distance des pôles (Willison et Brown, 1978 a et b).

Un problème qui mérite d'être souligné est que, malgré de nombreuses re-
cfrerches, on ne voit que très exceptionnellement au sein des parois des terminai-
ons libres de fibrilles. Le nombre des fibrilles par cellule ou paï state pariétale
rrste très controversé. Certains auteurs considèrent même qu'un petit nombre de
fibri l les, voir qu'une seule fibri l le, (Maclachlan, 1976) entoure la cellule en étant
di+osée un peu comme une bobine de fil ou un écheveau de laine. Au moment
& la croissance, ces ou cette fibrille très longue serait rompue par place sous

',if4tiF
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Fig, I - Parois sectionnéos obliquoment par rapport à I'axo d€ croissance.
La disposition des polysaccharides apparalt plus ou moins croisée et torsadée (figures r en
arceaux r l.

l ' inf luence de cel lulaæs et ( réparée D ultérieurement par intercalat ion de mail lons
glucosidiques zupplémentaires résultant de l'activité de glucanes-synthétases. On

constate en effet que la croissance met en jeu à la fois des activités glucane-synthé-

tiques et glucanasiques.
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Fig. 9 - Disposition des microfibrilles de cellulose dans la paroi de Glaucosystis, algueverte
unicel lulaire.
a) Vue schématique d'enssmble, la cellule étant supposée transparente.
bl Détail des trois centres de rotation des f ibrilles à un pôle cellulaire.
(d'après J.H.M. Wil l ison et R.M. Brown, 1978 a et b).

I  I I .  POSITIONNEMENT DES POLYSACCHARIDES

Un arrangement si spécifique et défini des polysaccharides dans les parois
traduit une remarquable capacité morphogénétigue de la cellule végétale.

Les parois n'ayant pas l'équipement enzymatique suffisant pour fabriquer
leurs propres constituants, il est nécessaire que des unités préformées leur soit
fournies. Cet approvisionnement résulte d'un flux sdcrétoire dont l'appareil de
Golgi et le plasmalemme sont les éléments principaux. A leur niveau sont poly-
mérisées les chaînes osidiques qui sont déversées et s'accumulent dans le péri-
plavne. Dans cette région se produit le positionnement des unités et leur incor-
poration à la paroi (f ig. 10 et 1 1).

Si l'on prend l'exemple des microfibrilles de cellulose, leur mise en place
slrppose trois étapes :

1l une étape de polymérintion et d'allongement des chaînes par liaisons osidi-
ques. Elle fait intervenir du glucose activé sous forme de nucléotides-sucres
{uridinediphosphoglucose ou guanosine-diphosphoglucose}. Les enzymes de
rynthèse - glucane-synthétases - paraissent incorporés au plasmalemme (fig.
121:
2l une étape d'asociafibn des chaînes du glucoæs, essentiellement par liaisons
hydrogène, en édifices géométriques de type cristallin. C'est la r, fibrillogénèæ >

LES  POLYMERES  VEGETAUX  Vol. 2 - part 1

57/529



56 J.C. ROLAND

Fig' lO - Sécrétion de polysaccharides, orientation dans le périplasme et incorporation à la
paroi P. Cambium de chêne. pm : plasmalemme; v : vacuole.
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Fig. ll - Ensemble des évènements impli-
qués par la mise en place des polysacchari-
des dans une paroi (par exemple paroi épi-
dermique; cf. f igures 6 et 81.
Dans le cytoplasme un flux de membranes
(flèche) aboutit à la sécrétion de précurseurs
polysaccharidiques. Un certain nombre de
facteurs morphogénétiques M (autoassem-
blage, contrôte membranaire...l les ordon-
nent et les positionnent en une paroi tri-
dimensionnellement déf inie.
G : appareil de Golgi {dictyosome}; RE :
reticulum endoplasmique; pm : plasmal-
lemme; f : fibrille polysaccharidique.
X. Y : straÉs croisées de polysaccharides
pariétaux; i : strates intermédiaires donnant
un aspest torsadé, ( en arceaux D aux
sections.
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proprement dite. Elle suppose des conditions physicochimiques particulières qui,
chez les plantes zupérieures, sont celles du périplasrne des cellules turgescentes.
L'accroissement des microfibrilles est terminal et ne se fait pas, dans les condi-
tions biologiques, par association de chaînes de glucoses préformées indépen-
dantes. Cette fibrillogénèse suit immédiatement la polymérisation;
3l une étape de positionnement et l'orientation des nouvelles fibrilles selon des
angles définis et changeant au cours du temps.

Si les étapes de synthèse sont maintenant bien connues grâce à de nom-
breux travaux biochimiques (voir Loewus, 1973), la façon dont la cellule réalise
le positionnement et exerce son activité morphogénétique reste assez mysté-
rieuse. Dans l'état actuel des connaissances, il semble que au moins deux rypes
d'activité interviennent : des phénomènes membranaires et des phérpmènes
d'autoassemblage.

PHENOME NES MEMBRANAI RES

Les synthétases incorporées au plasmalemme peuvent contribuer de plu-
sieurs façons à la réalisation d'une texture tridimensionnellement définie. Mûhle-
thaler (1969) a proposé un modèle où les enzymes sontgroupéesen complexes
dont l'agencement conduit à une polymérisation et une fibrillogénèse simultanée
(fig. 13 a). Pour Preston (1974't l'ordonnance de système glucane-synthétasique
produit des fibrilles positionnées simultanément dans les trois directions de l'es-
pace (fig. 13 b). Par ail leurs, i l  est bien acquis maintenant que les membranes
comme le plasmalemme sont des édifices fluides dans lesquels les particules et

Fig. 13 - Fibrillogènèse. Modèles de systèmes synthétasiques.
al système ordonné et incorporé au plasmalemrne, pm, (d'après K. Mùhlethaler, l969l.
b) orientation simulranée des fibrilles, f, dans trois directions de I'espace id,après R.o.
Preston,1974),
f : fibrille; s : glucane-rynthétase.
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Fig. l4 - Déplacement intramembranaire de systèmes synthétasiques.
al Déplacement dans le plasmalemme, pl, positionnant la f ibrille, f.
bl Détail. Le mouvement pourrait être guidé par des microtubules, mt, cytoplasmiques en
assemblago et désassemblage permanent vla des protéines contractiles. p'
p : paroi; s : glucane-qynthétase;1 : tubuline.

notamment les enzymes et systèmes swrthétasiqræs peuvent se déplacer. Ce dépla-
cement peut être une des cause de l'orientation des sécrétions (fig. 14 a). Le
plavnalemme est sous-tendu par une sorte de cytosguelette constitué de micro-
tubules, particulièrement visibles sur les coupes rasantes de la surface cellulaire
(fig. 15 a). Certains de ces microtubules sont reliés au plasmalemme par un pont
de matériel dense {fig. 15 b}. Au moins dans un certain nombre de cas de cellules
élaborant des parois secondaires très définies comme les trachéides, de nombreux
auteurs ont été frappés par le fait que l'orientation des microtubules préfigure
celle des fibri l les dans la paroi (voir Newcomb, 1969). Les microtubulessontdes
formations labiles en assemblage et en désassemblage permanent à partir de sous-
unités de protéine globulaire, la tubuline. ll s'agit donc d'un cytosquelette mou-
vant, constamment en état d'allongement dans des directions définies et de renou-
vellement. Des expériences menées en utilisant des drogues comme la colchicine,
qui empêchent l'assemblage des microtubules à partir de la tubuline, montrent
qu'il s'en suit une perturbation dans la texture de la paroi.

Ces données, complétées par des traitements de stabilisation et déstabili-
sation membranaires, conduisent à penser que des complexes synthétasiques
tels que les cellulose-synthétaseslocaliséesdans le plasmalemme sont dirigés par
des systèmes protéiques cytoplasmiques tels que les microtubules par l'inter-
médiaire de protéines contractiles (fig. 1 

 

b).

b
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Fig. l5 - cytosquelette de microtubules sous-tendant le plasmalemme. Hypocotyle de soja.
al coupe ras.rnte au prasmaremme (ce dernier serait situé dans le plan de la pagel.
bl Coupe tranwersale au plasmalemme. pm.
mt : microtubule; la flèche indique un pont de matériel dense unissant plasmalemme et
microtubule.

PHE NOME NES D'AUTOASSEMB LAGE

La possibilité de construction d'ensembles macromoléculaires hautement
définis par autoassemblage, c'est-àdire de façon spontanée et pouvant se réaliser
en conditions acellulaires, a surtout été démontrée dans le cas des protéines.
L'association des capsides de virus en est un bon exemple (voir Bouck et Brown,
1976). Dans le cas des polysaccharides, et notamment des polysaccharides de
paroi, la question est beaucoup moins avancée.

comme pour les autres types de macromolécules organiques, on définit
pour les polysaccharides des structures primaires, secondaires, tertiaires ou d,ordre
plus élevé. La structure primaire correspond à la séquence des sucres dans les
chaînes osidiques (nature des sucres, ordre d'enchaînement, modes de l iaison,
etc). La structure secondaire est définie par l'arrangement qu'adoptent les chaînes
osidiques dans l 'espace : hélices, rubans, etc. (voir ReesetWelsh, 1g77). La struc-
ture tertiaire correspond à la façon dont les chaînes s'unissent ou s,agrègent entre

a
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elles et construisent des édifices stables. Une des propriétés très caractéristiques
des polysaccharides est de former des gelq c'est'àdire des vastes réseaux molécu-
laires de texture particulière entre les mailles desquels se logent d'autres molécules
et le solvant. En solution. les chaînes polysaccharidiques sont l ibres. Lorsqu'i l
y a gélif ication, les molécules établissent entre elles des l iaisons diverses (hydro-
gÈne, salines...) et prennent une conformation nouvelle (f ig' 161. Le nombre de
ces l iaisons détermine la stabil ité du gel. A la l imite, lorsque les l iaisons se multi-
plient - cas des polysaccharides fibreux - le solvant se trouve évacué et il se
forme un gel compact. une des propriété les plus notables d'un gel est que sa

composition s'approche de celle d'un état liquide pur tout en ressemblant à un

solide (Rees, 1969). Un gel d'agar par exemple peut contenir 99,9 % d'eau et

Fig. l6 - Gélification de polysaccharides.
a) Passage d'une solution de polysaccharides à un gel.
bl Incorporation de nouveaux segments à un réseau (formation de dimères ou d'agrégation;
ax : gel de carragheenanesl.
c) Association de séquences de polyuronates par chélation du calcium Ca+-l- (proints noirsl.
Formation d'un réseau moléculaire en ( boïte à ceufs l (ex : alginates, pectines).
dl Formation d'un gel mixte. Par refroidissêment :
1l des molécules de xanthane en solution prennent une configuration hélicoidale régulière
(qui se redisperse en chauffant).
2) en présence d'une solution de galactomannanes, Gm, une gélification se produit par
association entre les xanthanes et les chaînes de mannoses non substituées (ms). s:rfuion
zubstituée par des branches latérales de galactose (modifié de D.A. Rees 1969 et D.A. Rees
et E.J. Welsh, 1977).
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pourtant reste capable de garder une forme définie et stable. Ainsi une très petite
guantité de chaînes osidiques peut modifier complètement une grande masse de
solvant. Les r superstructures l polysaccharidiques sont donc sensiblement
différentes de celles des autres types macromoléculaires tels que les protéines ou
les acides nucléiques.

En établissant entre elles des interconnections, les chaînes polysaccharidi-
gues construisent des réseaux définis dans les trois dimensions de l'espace. Les
régions d'interconnection ou ( zones de jonction ) peuvent intéresser deux
chaînes ou plus. Elles produisent soit des gels homogènes, formés d,un seul type
moléculaire, soit des gels hétérogènes, constitués par l'association de plusieurs
polysaccharides. certains ions ont un rôle déterminant dans l'établissement des

x Y

b

F ig. 1 7 - Ordonnance des gêls de polysaccharides.
al Formation de domaines_pa-rallèles réguliers par rapprochement de segments homologues(d'après A. Frey-Wyssling, i9531.
b) Rotation de plans au niveau de chaines osidiques hétérogènes.
Les carrés noirs représentent l'intercalation d'un sucre particulier lpar ex. du rhamnosa dansune chaîne de pectines). ll en résulte une rupture dans l'alignement et une torsion des seg-ments suivants (d'après D. Reis l97g a et b).

,'l
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Fiq. 18 - Aspect de gels obtenu in vitro à partir d'hémicelluloses de paroi. (fraction alcalino-
soluble des parois de I'hypocotyle de sojal. x 14 O0O.
a.et bl gels homogènes plus ou moins dispersés.
cl ségrégation dans le gel de domaines montrant une ébauche d,ordonnance spontanée(d'après D. Reis.  1978 b).

tration dépendant de l'activité et de l'intensité de fonctionnement des synthétases
dans les compartiments cytoplasmigues (dérivés golgiens. plasrnalemme), c,est
clonc en amont du flux sécrétoire que seraient déterminées les futures capacités
d'assemb.lage c!es polymères.
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Ainsi l 'organisation tridimensionnelle des polysaccharides de paroi apparaît
I comme un processus hautement défini résultant de phénomènes complexes
I membranaires ou spontanés agissant vraisemblablement en coopération dans
I bs conditions naturelles.
I
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Fig. 6 - Disposition des polysaccharides dans une paroi en croissance: Epiderme de l'hypoco-
tyle de soja. Coupe transversale à l'axe d'élongation. La disposition stratif iée est bien visible.
Elle est due à l'alternance de polysaccharides disposés transversalement et longitudinalement.
pm : plasmalemme.

Entre les strates croisées existent des lamelles intermédiaires dans lesquelles
l'orientation des polysaccharides change progressivement et gui donnent un aspect
en ( arceaux D aux coupes minces de parois (f ig.8). Cette disposition torsadée est
surtout visible lorsque les coupes sont obliques par rapport à I 'axe cellulaire. Ce
serait une erreur de penser que de telles figures indiquent une réelle courbure des
chaînes polysaccharidiques : elles indiquent en fait I 'existence de plans de poly-
saccharides dont I ' inclinaison est intermédiaire entre deux strates croisées (voir
fig. 11). De tels édifices sont particulièrement bien visibles dans les épidermes,
certains parenchymes corticaux, les collenchymes, etc.

Les travaux des biochimistes {Albersheim, 1975} ont montré que les poly-
saccharides étaient unis en un réseau fermé par des l iaisons covalentes et, semble-
t-t i l  par places par des l iaisons hydrogène, notamment entre la cellulose et les
chaînes d'hémicelluloses. C'est donc une enveloppe parfaitement définie qui
entoure complètement la cellule en croissance. Dans ce réseau s'intercalent
des chaînes peptidigues riches en hydroxyproline, l iées également de façon cova-
lente à des chaînes d'arabinanes et de galactanes. Cette partie peptidique constitue
l'extensine (Lamport, 1970). Ouantitativement réduite {elle représente quelques %
du poids sec des parois primaires) elle pourrait avoir un rôle structural et fonc-
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Les lignines

INTRODUCTION

L'existence de la lignine a certainement été rapportée pour la première fois
en 1819, par Braconnot, professeur à l'université de Nancy. soumettant des tissus
ligneux à l'action d'acides concentrés, il démontra, que le bois est hétérogène et
qu'il n'est qu'en partie solubilisé par ce traitement. Le résidu insoluble fut par la
suite appelé lignine. ce n'est cependant qu'en 1838 que Payen caractérisa la li-
gnine en tant qu'entité chimique par sa composition centésimale : il montra gue
la fraction des bois qui résiste aux acides est relativement plus riche en carbone
et plus pauvre en oxygène que la partie polyosidigue qui est hydrolysée.

Dès la fin du XIXèmesiècle,alors que l'on ignorait encore tout de la struc-
ture chimique de la lignine, ses propriétés étaient suffisamment connues pour
que, par exemple, la définition donnée par un troisième chimiste français, Frémy
en 1883, puisse être considérée même actuellement comme valable. Frémy dési-
gnait la lignine sous le terme de vasculose; il définissait donc ainsi la lignine :
( c'est la substance qui forme la partie principale des vaisseaux. Elle accompagne
presque toujours les corps cellulosiques, elle lie entre elles les fibres et les cellules;
ses caractères chimiques sont nets... : elle est insoluble dans le réactif amoniaco-
cuivrigue, même après action des acides, elle résiste pendant longtemps à l'acide
sulfurique concentré; elle est rapidement attaquée par le chlore, par les hypo-
chlorites et par les oxydants tels que l'acide azotique, l'acide chromique et le
permanganate de potasse. La vasculose produit sous ces différentes influences
des acides résineux solubles dans les alcalis et peut être ainsi séparée des corps
cellulosiques l.

Dès cette époque les chimistes disposaient donc d'une image fonctionnelle
exacte de la lignine; par la suite, le terme de vasculose fut abandonné parce que
Frémy l'avait défini dans le cadre d'une théorie très générale selon laquelle r cha.
que tissu présente une composition chimique et des propriétés spéciales qui
dépendent du rôle physiologique qu'il est appelé à jouer dans la végétation n.
Frémy désignait donc par vasculose la matière qui forme les vaisseaux; il n'admet-
tait pas son existence ailleurs, dans le tissu ligneux par exemple. ll s'opposait en
cela à Payen, autre chimiste français, qui affirmait que le bois était formé par
de la cellulose plus ou moins imprégnée d'incrustations organiques; la r matière
incrustante r n'était autre que la lignine. Ainsi dès le début du siècle était posée
une double question : celle de la nature de la lignine et celle de ses relations avec
les autres constituants des parois cellulaires.
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Les lignines

Actuellement,on peut considérer comme connue la nature de la lignine :
c'est une macromolécule formée par polymérisation oxydative de monomères
de la série du phénylpropane; elle est étroitement associée (incrustation) aux
polyosides pariétaux. ll convient cependant de reconnaître que les modalités
de liaisons entre les monomères commencent tout juste à étre connues et que
l'on ignore encore beaucoup, si ce n'est tout, sur les liaisons entre les lignines
et les polyosides, liaisons qui sont responsables de l'incrustation de ces derniers'

La lenteur du progrès des connaissances sur la lignine a été attribuée au
fait que la résolution de problèmes techniques particuliers a conduit souvent à
des vues partielles et apparemment contradictoires. A ce propos, Péarl parlait

encore en 1967 du < nébuleux concept de lignine l. Enconséquence, la préænte
revue vise à regrouper des données concernant la chimie et la biochimie de la
lignine; en aucune façon elle ne saurait être exhaustive. La quasi impossibilité
pour une seule personne de dominer les divers aspects de la lignine a été nette'
ment soulignée par Sarkanen et Ludwig dans la préface de leur ouvrage t Li'
gnins r en 1971. La justesse de cette remarque est confirmée par l'augmentation
en fonction du temps du nombre des auteurs des monographies qui sont citées
en référence le plus souvent. Au premier ouvrage de F. Brauns x The chemistry
of lignin ) qui date de 1952 a succédé un supplément par F. et Dorothy Brauns.
En 1968 vint l'ouvrage de Freudenberg et Neish qui traitait pour la première fois
de biosynthèse puis vint enfin le < Lignins I cité plus haut qui réunit 19 co-
auteurs,

Compte tenu de ces références, nous nous limiterons ici à regrouper succes-
sivement les données récentes concernant I'analyse structurale des lignines, la
synthèse de polymères modèles, l'existence d'une variabilité des lignines et enfin
la biosynthèse et sa régulation.

Avant d'aborder ces points, quelques remarques préliminaires.

- La première concerne le pluriel affecté à < la lignine I dans le titre de l'ouvrage
de Sarkanen et Ludwig. Ce choix du pluriel vise à rendre compte de la mise en
évidence depuis quelques années de plusieurs types de lignine. La notion d'hété-
rogénéité des lignines est importante à prendre en compte autant lors des études
de biosynthèse que lors des essais de dégradation chimique ou de biodégradation
(Kirk et al. 1975). C'est la raison pour laquelle l ignines est, ici aussi, écrit au
pluriel. Dans cette revue nous avons choisi d'illustrer, tout particulièrement,
l'existence d'une hétérogénéité des lignines.
- La seconde remarque concerne la traduction d'expressions allemandes ou
anglaises très caractéristiques (voir par exemple le tableau lll) : la traduction
française du texte précède alors les termes originaux. La nomenclature chimi-
que officielle a été suivie le plus possible avec l'exception de la notation d, p,

7 usuelle du maillon propane (tableau l). Enfin < polyosides D ou ( polyholo-
sides l ont été employés pour traduire le terme < polysaccharides l; il en a été
de même pour méthylénequinone (fig. 3) traduisant c quinonemethide L

123

LES  POLYMERES  VEGETAUX  Vol. 2 - part 1

70/529



' t24
B. MONTIES

I .  STRUCTURE ET PROPRIETES PHYSICO-CHIMIOUES
DES LIGNINES

l l  est actuellement admis que les l ignines sont des polymères tri-dimen-
sionnels provenant de la copolymérisation de trois alcools phénylpropénoiques :
alcool coumarylique (hydroxy-1-benzène-propenylol-4), alcool coniférylique
(méthoxy-2-hydroxy-1-benzène-propenylol-4) et alcool sinapylique (diméthoxy_
2,6-hydroxy-1-benzène-propenylol-4|. Dans le tableau I la structure de ces alcools
hydroxycinnamiques est mise en relation avec celle d'autres dérivés apparentés
cités par la suite.

TABLEAU I
structure et nomenclature courantes des unités phénylpropane et des alcools,

aldéhydes, acides benzoi'ques et phénylpropenoiques

Notation usuelle
Notation Freudenberg ,o-141,r-Ë-8-l

L/
o t a t
^ t P o t

Nom du cycle Hydroxy-benzoyl (H) gaiacyl (G) syringyl (S)

Substitution
du

cycle
4 hydroxy-

3 méthoxy-
4 hydroxy-

3 méthoxy-
4 hydroxy-
5 méthoxy-

acide en
c z  ( r ) p-hydroxy-benzoiqæ vani l l ique synngrque

aldhéhyde
e n C r ( I )

hydroxybenzaldéhyde
( B )

vani l l ine
(v l

syringaldehyde
(s)

alcool
e n  C e  ( r ) coumarylique coniférylique sinapylique

acide en
c s  ( 1 1

pcoumarique
(Pc )

férulique
( F E I

sinapique
(st)

(l) Lors du compte des carbones des unités H. G et S les carbones des méthoxyles sont né-
gf igés : fes séries C9 dites hydroxycinnamiques correspondant à l'acide cinnamique ou benzyl.
propène carboxylique, les séries en c? sont dites benzoyl par référence à l,acide benzoique ou
benzylcarboxylique.
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La structure phénylpropanoique des monomères de lignine n'a pu être
démontrée qu'après la mise au point de méthodes de dégradation suffisamment
douces, qui dépolymérisent le réseau tridimensionnel du polymère sans dégrader
ni les noyaux aromatiques ni le mail lon propane. Jusqu'en 1940 environ, quel-
ques auteurs ont constesté non seulement la structure phénylpropane des unités
monomères (l ignin building units) mais l 'existence même du polymère in situ :
i ls supposaient que la l ignine extraite se formait à la suite de réactions induites
par l'extraction. Depuis, les analyses par microscopie ultraviolette ont permis
de démontrer la préexistence du caractère aromatique de la lignine in situ. ll
est incontestable cependant que, du fait des opérations d'extraction, les lignines
isolées (l ignines d'extraction) sont différentes des l ignines in siru (protolignines).
Afin de préciser ces points fondamentaux, il est nécessaire de décrire brièvement
quelques méthodes de dégradation utilisées par la suite pour caractériser les
l ign ines.

METHODES DE DEGRADATION DES LIGNINES

Parmi les nombreuses méthodes décrites et discutées dans les ouvrages
cités plus haut nous n'envisagerons ici que l 'oxydation par le nitrobenzène,
l 'acidolyse dans le dioxanne, la double oxydation par le permanganate puis l 'eau
oxygénée et enfin la dégradation par l'acide thioacétique.

a) Oxydation par le nitrobenzène

Introduite vers 1940 par l'équipe de Freudenberg, cette méthode a été
jusqu'à ces dernières années la plus uti l isée, de toutes les diverses techniques de
caractérisation des lignines. Le nitrobenzène provoque une rupture oxydative
entre les carbones a et p du maillon propane des monomères (tab. l). l l  en résulte
la formation d'unités en Cr (tab. l) : aldéhydes benzoïques (p-hydroxybenzal-
déhyde, vanil l ine, syringaldéhyde) et des trois acides benzoiques homologues
(tab. l). Parmi les produits obtenus les aldéhydesen C? sont quantitativement les
plus importants : il sont utilisés pour distinguer divers types de lignines (page 1zl3).
Bien que très uti le, cette méthode fournit cependant des informations l imitées
sur la structure des l ignines parce que certaines l iaisons intermonomères sont
résistantes à ce type d'oxydation. C'est le cas, par exemple, des liaisons C - C
de type diphényle qui peuvent s'établir entre deux carbones non substitués des
cycles aromatiques de monomères. C'est aussi le cas des liaisons C-O-C, de type
aryl-aryléther, qui s'établissent entre les fonctions phénoliques portées par le
carbone 4 de chacun des alcools et l 'un des carbones 2',5' ou 4' du cycle aro-
matique d'un autre monomère (11. En conséquence, cette méthode ne fournit
pas d'information directe sur ces unités condensées (condensed units) par liaisons
C-C ou C-O-C. De plus, des compo#s autres que les lignines, tels les groupes
tyrosine des protéines et les acides hydroxycinnamiques comme I'acide férulique

(l l Selon la nomenclature de Ludwig et Sarkanen (1971 ) une liaison de ce type 6ntre carbone
C4 et  C5, est  notée l ia ison {4-O-5}.
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et sinapique, sont aussi oxydés en aldéhydes homologues en c7 (tab. l). pour
ces deux raisons, et malgré son apparente simplicité, cette méthode ne semblepas devoir être utilisée seule pour caractériser les lignines.

b) Acidolyse dans le dioxanne

contrairement à ra méthode d'oxydation par re nitrobenzène, r,acidolyse
dans le dioxanne ne dégrade pas 'unité ce phényrpropane caractéristique desmonomères de lignine. Lors de l'acidolyse (Lundquist, 1976) res rignines sont
dégradées sous refrux par Iacide chlorhydrique 0,2 irr dans un,ngi.ngË dioxanne-
eau (9'1 : vol). ll en résurte ra formation de produits en ce homorog-ues des trois
alcools monomères ainsi quedes traces des trois ardéhydes ât acides àn c7 forméspar oxydation du maillon c3, cornrn€ par le nitrobenzène. Au total, on a iden-
tifié 5 types principaux de produits d'acidolyse différents par le mode de substi.
tution de leurs mailrons propane soit au total r5 produits dlacidoryse-èes compo-
sés sont aisément séparés par chromatographie sur couche mince ou en phase
gazeuse (fis' 11. Deux types de produits d'acidolyse sont guantitativement impor-

- R

-  cHoH-co-cHl

11 - "o-"o-c^'
+ 1  - c H  - C O - C H r

- CH2 -CO - CHz OH

- c o - c H o H - C H ,

- cooH

- cHo

"o{,0}" *€'" li'5.
cHp' cïp'

Fle. I - B?tatlo? entre la ttructune de ta chalne latérate (R) des trois rypes cte prcduits
d?cidolyæ (H.G.g at leur temps de réæntion ki après éparation sous forme de sitytéther
par chromatographie en phaæ gazeuæ sur silicones.
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tants: les p-oxy-propanols et les p-hydroxyq-propanones caractérisés respecti-
vement par les structures CHz - CO - CH2OH et CO - CHOH - CHs du maillon
propane (f ig. 1). Avec les c, p-propanedimes (CO - CO - CH3), ces deux groupes
de composés sont souvent utilisés pour démontrer l'incorporation in toto du
squelette en Ce de précurseurs biosynthétiques des lignines, par exemple la
phénylalanine ou des acides hydroxycinnamiques. En effet, l'analyse du méca'
nisme des réactions d'acidolyse a permis de montrer que la formation des produits
de type oxy-propanol, -propanones et -propanediones est caractéristique des
liaisons éther qui se forment sur les carbones a et p lors de la polymérisation. La
formation de ces alkyl-aryl{ther résulte d'attaques nucléophiles de ces carbones
(fig. 3 A), elles sont rendues possibles par le réarrangement de la double liaison
apqui résulte lui-même de l 'oxydation des monomères {voir page 135}.

L'existence de ces produits de dégradation peut donc être considérée
comme une preuve du fait qu'il y a eu formation puis réaction de la double
liaison e , F , donc formation de l ignine par polymérisation d'alcools phényl-
propenoiquer. C'est la raison pour laquelle la méthode d'acidolyse est actuelle-
ment utilisée autant pour démontrer l'existence des lignines, que pour les carac-
tériser grâce aux proportions relatives des trois types de produits d'acidolyse
(fig. 1). Cependant, comme la méthode d'oxydation par le nitrobenzène, l'aci-
dolyse ne permet de caractériser que la fraction de lignine formée d'unités
monomères non condensées. De plus, étant plus spécifique des liaisons alkyl-
éther, les rendements d'acidolyse sont toujours inférieurs à ceux d'oxydation
par le nitrobenzène. Malgré cela, l'acidolyse présente sur cette dernière méthode
l'avantaç de fournir des produits (l)dont le squelette en Ce est caractéristique
des précurseurs.

cl Double oxydation par le permanganate puis I'eau oxygénée

Contrairement aux deux méthodes précédentes, la double oxydation permet
de caractériser à la fois les unités monomères condensées et non condensées. Pour
empêcher la rupture oxydative des cycles aromatiques les fonctions phénoliques
sont bloquées par méthylation avant chague oxydation. Lors de l'oxydation par
le permanganate, les maillons propanes sont rompus au niveau des carbones É
et 7, La seconde oxydation par l'eau oxygénée, achève la dégradation des chaînes
latérales; il en résulte la formation d'acides phénoliques à squelette en C7 et en
C14 provenant respectivement des unités non condensées et des unités condensées
à structure aryl-aryléther ou biphénite (fig. 2). Seules les unités possédant des
hydroxyles phénoliques libres, donc méthylables, fournissent des acides phéno-
liques lors de la double oxydation, c'est la raison pour laquelle cette méthode est
utilisée avant et après dégradation alcaline contrôlée des lignines (Erickson et al.
1973). Les lignines peuvent alors être caractérisées par les proportions relatives
des différents acides formés par double oxydation ainsi que par les variations
de ces rapports après prétraitement alcalin. Evidemment, ces prétraitements ont
pour effet d'augmenter le rendement en acides phénoliques. Le rendement total

(ll Ces produits d'acidolyse sont souv€nt désignés sous le nom de < cétones de Hibbert ,)
qui les caractérisa aux snvirons de 1940.
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est cependant en général inférieur à 50 % de la lignine dégradée. comme les rende-
ments individuels de formation des différents acides ne sont pas connus, la
méthode par double oxydation, bien que très utile, ne permet pas de caractériser
les lignines en totalité.

o  r - a - 3

o 1 :  H ( R e f R ' = H )

o 2 :  G  ( R ' - H ,  R : O C H r )

o 3 :  5  ( R e t R ' : O C H 3 )

o  5 - 6
cooH
I

.7f;t'coox
l (  ) l

cooH cxro\An cHro
cHso

o 9

cocH cooH

cH!o

o  cH5

o cH3

9-4 :  G or . -o tk 9-9 :  G or . -o tk .

q 9 :  s o r . - o l k .

o 7 :  G - O - G  s 1  - 6 7

g Q :  S - O - G s 1  - q t

o 9 : G - G  6 i p h g 6

cooH

cHso

coox

cHro

cooH
|  

" z - g

a'- .
l (  \  i  c o o H
t \  t t  I

,;xsoîZ n ,.4,'  l (  ) l
o ---\âo.".

t -
ocHJ

Fig, 2 - Structure des esters.méthyliques dbcides phénotigues analysés après double oxyda-
tion das lignines. Les cycles des unités non condensées X (a11. G (a2i et S ia3l sont substitués
salon les modes définis dans le tabloau 1. Les six principaufacides ôr.espon?ant à des unités
condensées des séries G et S sont : les estêrs a4,as et a6 qui proviennànt des liaisons aryl-
alkyléther (ar-alkl alors eue 46, et a? correspondent aù aryl-aryléther (ar-ar). L'ester àgprovient des structures diphényl (diphenl qui ne p€uvent être formées à partir des monol
mères. Dans la série Syringyl : R :OCH3.

d) Dégradation par I'acide thioacétiqus

comme la précédente, la méthode de dégradation par l'acide thioacétique
permet de caractériser à la fois les unités condensées et non condensées qui
fournissent dans ces conditions des monomères et des oligomères à squelette
phénylpropane. L'acide thioacétique provoque l'hydrolyse des liaisons éther-
benzyliques par thioacétolyse. ll en résulte la formation de S-benzylthioacétates
qui se réarrangent en entraînant la rupture des liaisons p-alkyléther et donc la
dépolymérisation des l ignines (Nimz, 1974). Finalement, après élimination du
soufre, on obtient une vingtaine d'oligomères dont le squelette phénylpropane
correspond à celui des trois alcools monomères. ces produits d,acétolyse sont
ensuite fractionnés en mono-, di-, tri-, tétramères et il reste alors une fraction
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d'oligomères ayant une masæ moléculaire supérieure à 2 000 (tab. l l). Comme
la méthode d'acidolyse, la thioacétolyse permet donc d'analyser les unités non
condensées sources de monomères. Sur ce point, elle aussi est préférable à l'oxy-
dation par le nitr.obenzène puisqu'elle conserve le maillon propane. Comme la
méthode de double oxydation, la thioacétolyse permet l'analyse des unités con-
densées qui fournissent des dimères de type diphényle et aryl-aryl4ther. De plus,
elle permet aussi la mise en évidence d'unités condensées par les maillons pro-
panes. Ces dernières sont caractérisées par l'existence de liaisons covalentes C-G
entre deux carbones quelconques du maillon propane de chacun des monomères.
La présence de ce type de liaisons C-C a été rapportée entre deux carbones É
( l ia ison P -  Pl  (  I  e t  entre carbones a,  p ou B,7 ( l ia isons u-  pou a-  Z l  ( l ) .  Pour
le moment, on admet que seules existent dans la protolignine des liaisons p - p,
les deux autres types seraient formés au cours de l'analyse. Ces dernières obser-
vations confirment la nécessité du contrôle des opérations d'extraction en vue des
études structurales. Ouoi qu'il en soit, la caractérisation par thioacétolyse prés€nte
par rapport aux autres méthodes un avantage considérable : son rendement en
produits de dégradation analysables est très élevé (tab. ll). Donc, même si cette
méthode,comme les précédentes, donne une image partiellement déformée de la
protolignine, elle présente, sur ces dernières, l 'avantage de donner une image plus
complète. En conséquence, comme il est possible de déduire à partir des propor-
tions relatives des différents oligomères la fréquence des liaisons intermorpmàes,
la thioacétolyse permet presqu'à elle seule de formuler une description complète
de la protolignine. Dans le tableau ll sont présentés les rendements en oligomères
ainsi que les fréquences des l iaisons intermonomères de la l ignine du Hêtre calcu-
lées par Nimz (1974); les résultats concernant la l ignine d'Epicea, donnés pour
comparaison, ont été obtenus par d'autres méthodes discutées par Adler (19771.

Nous reviendrons par la suite sur les différences entre ces lignines et sur la
notion de variabil ité. l l  suffit de remarquer ici que les données du tableau ll
permettent de construire, en fonction de la fréguence des liaisons, des formules
développées des lignines de ces plantes. Faisant suite à la première tentative
faite, en 1969, par Freudenberg, pour écrire la formule développée de la l ignine
d'Epicea, Nimz a donc établi, au moyen des données du tableau ll, la formule
correspondant à la lignine du Hêtre. Ces deux formules, souvent reproduites
depuis, présentent le désavantage d'être difficiles à lire à cause du nombre élevé
de monomères nécessaires pour faire figurer les liaisons les moins fréquentes
dans les proportions exactes. C'est ainsi, par exemple, que le schéma proposé
par Nimz ne comporte pas moins de 25 monomères; il correspond à la formule
Czss Hzar Oss.Comme l 'a  fa i t  remarquer Faix (1976),  ces formules ne per-
mettent pas de comparer de façon sûre et rapide des lignines différentes en fonc-
tion, par exemple, de leur composition monomérique ou de l iaisons intermono-
mériques particulières. Dans cette perspective, la représentation sous forme de
tableau uti l isée par Lai et Sarkanen dans le < Lignins I semble préférable' En
particulier Faix a proposé une représentation au moyen de graphes triangulaires

{1-.! S^elon la n^omemclature de Ludwig et Sarkanen (1971} de telles liaisons sont norées
(É-Ét  ou @-0l  wr  la  sui te.
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TABLEAU I I

comparaison des structures des lignines de Hêtre et d'Epicea d'après les rende-
ments de thioacetolyæ obtenus par NIMZ (lg74) et la fréquence des liaisons;.

le nombre et les proportions relatives des groupes fonctionnels (I) et même le
degré de polymérisation (fig. 3).

En conséquence, comme Adler (19771 ou Shakakibara (1g771 nous avons
renoncé à représenter les lignines au moyen des encombrants schémas tradition-
nels. Par la suite, nous avons seulement décrit la variabitité des lignines en fonction
de la fréquence des monomères et des liaisons entre monomères d'une part et
entre monomères et autres molécules d'autre part. Pour ce faire, il est indispen-
sable d'expliquer préalablement la structure des produits de faible degré de poly-
mérisation obtenus soit par synthèse in vitro de polymères modèles,soit par dégra-
dation des lignines. ces produits sont appelés c lignols l d'après Freudenberg, on
distingue donc desnrone, di-,...,oligo-lignols selon le nombre des unités monomères
qui les constituent.

(rl Pour des raisons analogues, ERHAN a proposé de représenter les protéines grâce à des
tableaux à 3 dimensions (1980, Int. J. Bio. Méd. Computing, 11,771.

autres données (rl d'après Adler (1977),

Rendement thioacetolyse
(% masse totale)

Oligomère
(fraction non résolue)

Lignols (tetra-)
(tri-)
(di-)
(mono-)

Totaux

Hêtre ( Fagus Sylvatical Epicea (Picea excelsa)

(PM >2 000)

( 5,31
(10,9)
(25,0)
(49,71

9 1

(PM >25 0001

(1  1 ,8 )
(15,5)
(20,6)
129,41

23

77

Fréquence des liaisons

Unités non condensées

p aryt+ther (p 0 4)
cary lether  (d0 4)

Unités condensés

Ft
îs
&p
5-5

(37)
128'�,

65

1 5
6
5
2

48 à  55  (1 )

(48) (r  )
{ 6  à  8 }  ( r )

7
9 à
3,5 à
2 à

( t )

1 2  ( r )
4  ( 1 )

1 0  ( 1 )

dans lesquels figurent non seulement les liaisons intermonomères mais encore
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Avant de présenter les résultats concernant la structure de ces lignols, nous
envisagerons quelques propriété physicochimiques des lignines et tout particu-
lièrement les propriétés macromoléculaires.

Fig. 3 - nepréenEtion d'un polymère de rype lignine contenant l(n monomères à faide
d'un gnphe triengulaire de Faix. Chaque monomère est représenté par la série des chiffres
et lettres correspondant aux neuf atomes de carbone selon la notation c usuelle D (fig.11.
En haut à gauche est représenté un maillon gniacyl et son graphe de Faix; les hydroxyles
(OHl et méthoxyles (OMe) sont figurés au côté des numéros des atomes. Pour donner des
informations sur l'onsomblo du polymàre, les monomères H, G, S sont reportés, sur les dia-
gonales d'un trianglo équilatéral, dans un cartouche ombré placd entre parenthèse : les numé-
ros, au côté des parenthèses indiguant le nombre des motifs (noyaux, chalnes latérales atta-
chées ou déplaées). Les liaisons interatomiquos sont indiquées par des lignes courbes ou
brisées; elles peuvent inclure des atomes d'oxygène (Ol. Seuls les hydrogènes des hydroxyles
sont indiqués. Les indices, affectés à chaque symbole, correspondent dans tous les cas, au
nombre total des fonctions rymbolisées.

ffiott
ilfifl

Y

,-
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PROPRI ETES PHYSICO.CHIMIOUES DES LIGNINES

compte tenu du caractère polyfonctionnel des trois alcools hydroxycin-
namiques précurseurs des lignines, il est de plus en plus généralement admis que
la protolignine est un polymère < tridimensionnel en réseau > qui s'étend entre
les cellules en incrustant les parois. l l  en résulte que le < polymère l ignine l est
réactif et insoluble. ll est réactif parce qu'il contient encore, par exemple, des
fonctions phénoliques, hydroxyles et éthers. ll est strictement insoluble dans
les solvants dans la mesure où il forme un réseau infini (infinite network); de
façon générale, l ' insolubil ité des polymères en réseaux (network polymers)
s'explique par l ' interconnexion de chaînes oligomériques au moyen d'un nombre
de liaisons, en général, faible. L'étape ultime de la polymérisation est la r géli-
f ication D au cours de laquelle i l  se forme une macromolécule infinie (infinite
macromolecule) dont le degré de polymérisation n'est limité que par le volume
disponible (Flory, 1975). L'un des arguments les plus solides en faveur de I 'exis-
tence de lignine en réseau infini est que l'insolubilité caractéristique de la proto-
lignine s'accompagne d'une solubilité tout à fait normale des lignines d'extrac-
tion (Goring, 19711. l l  est donc tout à fait vraisemblable que toutes les opéra-
tions d'extraction, même les plus douces, modifient les propriétés ptrysicochi-
miques des lignines. Le mécanisme de ces réactions de solubilisation est d'autant
plus délicat à analyser qu'il a été constaté que les cinétiques d'extraction des
lignines en milieux alcalins ou acides sont polyphasiques et que les différentes
couches des parois cellulaires ne sont pas délignifiées à la même vitesse. Tenant
compte de ces résultats D.A.l. Goring a proposé et discuté, dans I'ouvrage Lignins
cité plus haut, une très intéressante théorie de structure en multi-réseau (multi-
network) de la protolignine. selon ce modèle, le réseau des lignines serait cons-
titué par, au moins, deux gels qui se dégraderaient et se formeraient indépen-
damment. Les énormes différences de polydispersité des lignines d'extraction,
allant de 103 à 10s et 106, s'expliquent selon ce modèle par les mécanismes
classiques de dégradation des gels {Flory, 1975) : i l  y aurait formation d'un sol
de faible masse moléculaire puis dégradation du gel par fragments de masse crois-
sante. un tel modèle conduit à supposer I'existence d'une hétérogénéité des
masses moléculaires des lignines préæntées dans les différents types de tissus;
à cette hétérogénéité correspondrait des différences de réactivité et donc de fré-
quence de liaisons envisagée plus haut. Comme ce type de variabilité n,a pu
être observé par analyse des tissus, on est conduit à supposer l'existence d'une
hétérogénéité des lignines non plus au niveau tissulaire mais au niveau des cellu-
les elles-mêmes et des diverses ( zones > que constituent les parois secondaires,
primaires et les différentes parties de la lamelle moyenne. Les observations,
faites principalement par Goring et æs collaborateurs par microdensitométrie
dans l'ultraviolet, autant lors de la lignification (biosynthèse) que lors de déli-
gnifications alcalines (cuissons papetières) semblent bien indiquer l,existence
d'une hétérogénéité chimique des l ignines au niveau subcellulaire. on ne dispose
cependant pas pour le moment de données comparables, à ce niveau, sur la dis-
persion des masses moléculaires. Ouoi qu'i l  en soit, on doit souligner que les
variations de polydispersité des lignines ne s'accompagnent pas de variations
importantes des propriétés physicochimiques telles que les absorptions dans
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l 'ultraviolet (UV) et l ' infrarouge (lR), l ' indice de réfraction, la viscosité intrin-
sèque, la forme des agrégats vus en microscopie électronique. On peut donc
affirmer que, quel que soit le mode d'isolement les lignines d'extraction solu-
bles ont malgré leur grande polydispersité des propriétés physicochimiques voi-
sines. Cette conclusion n'est pas valable pour les lignines d'extraction insolubles
qui sont obtenues apçès solubilisation des polyosides des parois à l'aide par
exemple d'acide sulfurique (l ignine de Klason) ou de periodate (l ignine de Purve).
C'est ainsi que, les courbes de variation du module d'élasticité de ces lignines
insolubles en fonction de l'humidité relative, sont significativement différentes
de celles de la lignine extr,actible par le dioxanne chlorhydrique (lignine au
dioxanne). Cette derniàre-est le type des lignines d'extraction solubles. A pos-
teriori, ce résultat est peu surprenant mais il est important à souligner ici parce
que la lignine au dioxanne est souvent considérée, après comparaison avec les
lignines de bois moulus (milled wood lignin ou MWL), comme représentative
de la protolignine.

Parmi les diverses propriétés physicochimiques des lignines, seule la compo-
sition centésimale sera envisagée par la suite (1). Choisie en l8it8par Payen pour
caractériser la lignine, elle a conduit Freudenberg, vers 1960, à la découverte des
déhydropolymères (DHP) de l 'alcool coniférylique (tab. l l l). A la suite de Freu-
denberg nous utiliserons donc cette propriété pour définir de façon opérationnelle
les lignines ou les DHP et pour décrire ensuite les intermonomères les plus fré-
quemment rencontrés.

TABLEAU I I I

Protocole de formation et structure théorique des deux types extrêmes de
dehydropolymères modèles des lignines : nomenclatures de Freudenberg (r)

et Sarkanen (2)

(l) Les variations des différentes propriétés physicochimiques ont fait l 'objet d'analyses
détaillées dans les ouvrages de Brauns et de Ludwig et Sarkanen.
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Protocole à la verse (Zulauf) (r) à la goutte {Zutropf) (t}

Apport de monomère

Teneur init iale du milieu
en radicaux

Mode de polymérisation

Type de polymère

Fréquence des l iaisons (2)

rapidement, d'un coup

I dimère à dimère
puis dimère à polymère

len bloc (bulk polymer)(2

I 0-s >p-p # p-o-4

lentement, goutte à gouttr

faible

monomère à dimère
puis monomère à polymère

en ligne
(endwise polymerl (2!

p{-4>p-1>p.5
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I I .  SYNTHESE IN VITRO DE POLYMERES
MODELES DES LIGNINES

L'analyse centésimale comparée de lignines a conduit Freudenberg à définir
comme lignine toute substance résultant de la polymérisation déhydrogénative
des trois alcools hydroxycinnamiques.

Dans le cas de l'alcool coniférylique, la réaction de polymérisation équivaut,
au nivsau de chaque monomère, à la perte de 2 atomes d'hydrogène et à la fixa.
tion de 0,4 molécule d'eau. Choisissant pour oxydant le peroxyde d,hydrogène,
la stoechiométrie de polymérisation se traduit par :

Ca He 02 [OCH3] + H2O2 = CsHT 02 [HzO]o,+ [OcH3]+ 1,6 H2O
(alcool coniféryl ique) (déhydropolymère)

Généralisant cette formule à un quelconque mélange de trois alcools
monomères décrit par Cc H(tO_m) 02 OCH3 ,?? on peut, d,après Freudenberg,
considérer a priori comme lignine toute substante de composition centésimale :

C ,  H (g - - )02  [H2O]n  [OCH3]m avec  n< l  e tm< t , s

cette définition permet de décrire la lignine de façon statistique, au niveau
atomique, en fonction d'une part de leur teneur en méthoxyle et du nombre
d'atomes d'hydrogène perdu par polymérisation. si la formule centésimale trouvée
pour une lignine d'extraction-est Ce Hy 02 l{2o�ly [OCUr], on calcule, en com-
parant la teneurx en hydrogène de la l ignine avec-celle (10 -z) dumélangedes
alcools monomères décrits plus haut,que la perte P en hydrogène est donnée par
P : ( 1 0 - z l - x .

comparant 10 lignines MWL isolées de plantes différentes, allant du Hêtre
et du Pin au Lycopode €t aux mousses en passant par la Luzerne et le Taxo.
dophyfon de lignites, Freudenberg a trouvé une valeur moyenne p : 1,g4 avec
un écart-type de 0,18. Grâce à ce type d'analyse, il a pu distinguer parexemple,
fa lignine du Gui lviscum albuml poussé sur conifère et de Gui poussé sur angio.
sperme; cette conclusion a été confirmée depuis par étude RMN du 13C. par
contre, grâce à cette dernière méthode, il n'a pas été possible de confirmer la
préænce de lignine chez les mousses lsphagnum qp) alors que l,analyse centé-
simale exprimée d'après Freudenberg ainsi que l'isolement de < lignine de Klason l
semblaiènt en indiquer l'existence. Donc, exception faite pour certains cas particu-
liers, il est justifié de définir les lignines comme le résultat de la polymérisation
déhydrogénative des alcools coniféryliques. La valeur opérationnelle de cette
définition analytique a été confirmée à partir de lg45 environ par Freudenberg
et ses collaborateurs. Reprenant des résultats publiés en 1908 par cousin et
Herissey, gui avaient décrit la dimérisation d'eugénol (altyl4-gaiacol) en présence
de laccaæ, Freudenberg a montré gue l'on peut synthétiser des polymères de type
lignine par oxydation d'alcool coniférylique. utilisant des préparations enzyma-
tiques du type peroxydase et de l'eau oxygénée comme oxydant, Freudenberg a
établi que la structure des polymères formés dépend des conditions de réaction
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et en particulier de la vitesse d'apport des substrats. L'existence de différences
structurales entre les DHP ainsi formés a été confirmée par RMN 13C par Nimz.
Par la suite, Sarkanen a approfondi l'analyse théorique du mécanisme de réaction
de polymérisation : il a suggéré l'eistence de deux types extrêmes de DHP poly-
mérisés en a bloc D ou en < ligne n. L'ensemble des données du tableau lll résume
les possibilités de variation de fréquences des liaisons intermonomères. Grâce
aux méthodes de dégradation progressive décrites plus haut, il a été possible de
constater l'existence de ce type de variations entre des DHP synthétisés de façon
différente. Pour préparer ces différents polymères les auteurs ont, principale-
ment, fait appel soit à la synthèse organique de DHP (réactions en solutions et
en présence d'enzymes et de substrats bien définis) soit à la biosynthèse in vitro
(réactions en phase hétérogène en présence de tissus végétaux ou d'extraits de
parois cellulaires contenant éventuellement des systèmes oxydasiques de poly-
mérisation). Avant de présenter séparément ces deux groupes de résultats, il
convient maintenant de décrire la formation des liaisons intermonomères qui
sont à I'origine de différences entre DHP et semble-t-il aussi entre lignines.

NATURE ET FORMAT]ON DES LIAISONS INTERMONOMERES

La comparaison de la structure des produits de polymérisation peu conden-
és, tels que les di- et les trilignols a conduit Freudenberg à supposer que la
formation des DHP et des lignines débute par un processus radicalaire. En pré-
sence d'oxydant, la fonction phénolique des alcools hydroxycinnamiques forme
un radical l ibre phénoxyle. Du fait de la conjugaison de leur double l iaison, ap
avec le noyau phénolique, il en résulte la formation du radical stabilisé par réso-
nance dont les principales formes mésomères sont présentées sur la figure 4.
L'existence de ces formes a été justif iée a priori par le calcul mais elle a été suppo-
sée tout d'abord a posteriori pour expliquer la structure des produits de conden-
$tion en particulier des dilignols représentés sur la figure 4. Tenant compte de la
résonance du radical phénoxyl (Ra) de l'alcool coniférylique on peut prévoir
l'existence de trois autres radicaux méthylénequinone (a quinone methide radi-
cafs rl qui ont des structures quinonoides de type para (Rbl et ortho (Rc et
Rd). Ces radicaux présentent des durées moyennes de vie relativement longue;
en conséquence on ne peut considérer que les DHP et les lignines soient formés
par polymérisation radicalaire classique du type polystyrène. En fait, les radicaux
libres de type monolignols et, à un degré moindre les oligo-lignols, sont inhibi-
teurs des polymérisations radicalaires. Une fois formés, ces radicaux peuvent
donner lieu à des réactions de réarrangement ou de condensation qui aboutis-
sent à la formation de dimères et de polymères. Les différents types de liaisons
intermonomères rencontrées dans les dimères se retrouvent dans les polymères;
c'est en fonction de la fréquence de ces liaisons que sontdécritesles structures des
DHP et des l ignines. l l  est bien établi que ce mode de description n'a qu'une
signification statistique; des revues détaillées de ce sujet ayant été faites en 1968
par Freudenberg et Neish et surtout par Harkin (1967), nous nous l imiterons ici
à la description des liaisons constitutives des dimères.

135
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Le dilignol A (fig. 4) est formé par condensation des radicaux Rb et Ra, il
en rézulte une liaison relativement fragile de type alkyl-aryléther sur le carbone p.
Le dilignol ainsi obtenu possède donc une structure p-méthylène quinone non
aromatique; il peut donc donner lieu à réaction secondaire, attague nucléophyle
du carbone d par RO'ffig. 3),avec d'autres composés hydroxyles (phénols, alcools,
eau). Dans le cas d'une réaction avec l'eau,il en résulte la formation de gaïacyl-
glycérol-pconiféryléther (fig. 4A avec R : Hl. C'est ce type de liaison qui, en
moyenne, æ forme avec la fréquence la plus élevée autant dansdesDHP (tab. l l l)
que dans les l ignines (tab. l l). De plus, les réactions nucléophyles au niveau du
Cs seraient responsables de la formation d'hétéropolymères {complexes lignine-
PQIVo{des, estérification du s cæur > des lignines : voir page 147).

Le dilignol B (fig; 4fest fqlmé par condensation des radicaux Rb et Rc, il
en résulte la formation d'une liaison très solide d€ type C6-C's. De ce fait, contrai-
rement au dilignol A, le dilignol B fait partie des unités condensées. Comme le
dilignol A cependant, sa formation fait intervenir le réarrangement d'une méthy-
lénequinone; il en résulte la formation de l'hétérocycle coumarane. La structure
phénylcoumarane est très fréquente à la fois dans les DHP et les lignines. Le
dil ignol B ou alcool déhydrodiconiférylique est le premier des dil ignols à avoir
été caractérisé.

_ comme le dil ignol B, le dil ignol c fait partie des unités condensées; la l iai-
son p-p très solide résulte de la condensation de deux radicaux Rb. comme dans
les cas précédents la formation du dilignol c ou pinorésinol résulte du réarran-
gement intramoléculaire de p-méthylénequinone. La structure résinol est ausi
très fréquente dans les DHP et les lignines.

comme les précédents, les dilignols D et E font partie des unités condensées
mais leur formation est relativement moins fréquente. Le dil ignol E, à l iaison aryl-
aryléther 4-0-5 n'est pas détecté en général parmi les dimères isolés lors de la
synthèse de DHP. De même, le dimère D, caractérisé par la l iaison s-s diphényle
est formé en quantité relativement importante seulement lors de la polymérisa-
tion de monomères ayant des maillons propanes saturés. ces maillons peuvent
appartenir soit à des monomères choisis pour la synthèse de DHp, soit à des
unités plus ou moins polymérisées telles que les unités gaïacyl.glycérol, phényl-
coumarane ou résinol des dil ignols A, B et c. L'existence de ces l iaisons dans les
lignines et les DHP n'a pu être démontrée qu'après dégradations par double oxyda-
tion ou par thioacétolyse. combinées aux méthodes d'oxydation par le nitroben-
zène et d'acidolyæ, ces méthodes ont permis de constater que les fréquences des
liaisons intermonomères du type A à E de la figure 4 peuvent varier. Avant de
décrire ces variations, il convient de souligner que la revue des types de liaison
faite ici est très simplif iée. l l  est certain, par exemple, qu,en plus de S types de
condensation présentés sur la figure 4 il peut exister des condensations Rb + Rd
ou Ra + Rd qui aboutissent à des l iaisons en C1 avec élimination d,un fragment
de monomère. Pour le moment, trois types de condensation (Ra + Ra, Rd + Rd
et Rc et Rd) semble ne pas exister. De plus, la formation de méthylenequinones,
autres gue Ra à Rd, est aussi possible, autant à partir des trois alcools mono-
mères (fig. 1), qu'à partir de leurs produits de réarrangement, comme lesaldéhy-
des et acides hydroxycinnamiques correspondants {fig. 1), ainsi que de leurs
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Fig. 4 - Structure et mode de condenstion des radicaux mésomères phenoxy et méthylè-
nequinone formés par oxydation radicalaire des alcools hydroxycinnamlguas. Les fréquences
des réactions de dimérisation dépend à la fois d'effets stériques et électroniques dans les trois
séries H, G, S :(voir tableau lV).
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homologues insaturés préænts dans les di- et oligomères. Enfin certaines liaisons
intermonomères peuvent se former ou se réarranger même en milieu faiblement
acide. Au total, compte tenu de la diversité des types de liaisons intermonomères
possibles et des mécanismes mis en jeu, on ne saurait être surpris de l'existence
d'une variabil ité des DHP en fonction de leur mode de polymérisation.

Avant de préænter quelques exemples de cette variabilité il convient de
rappeler gue c'est après avoir isolé et analysé les oligolignols (du trimère à l'hexa-
mère! que Freudenberg et ses collaborateurs ont proposé leur formule développée
de la lignine qui a été un instrument remarquable d'explication des propriétés
( moyennes l des lignines d'extraction. Ces résultats ont été discutés par Freu-
denberg et Neish (1968) et ne le seront pas davantage ici.

PROPRIETES DES DHP OBTENUS PAR SYNTHESE ORGANIOUE

Nous ne considèrerons, pour le moment, que les DHP obtenus par poly-
mérisation d'alcools hydroxycinnamiques. Les DHP et les pseudo-lignines formés
à partir des produits de réarrangement tels que les acides hydroxycinnamiques
seront envisagés plus loin.

Des synthèses de DHP ont été faites autant à partir des trois alcools mono-
mères purs H, G, S (fig. 1) qu'à partir de leurs mélanges. Lorsque la polymérisa-
tion est faite à partir de mélanges, on constate qu'en présence de quantités rela-
tives élevées d'alcool sinapylique il y a diminution du rendement en DHP formé
et de la proportion des alcools p-hydroxycinnamique et coniférylique incorporés.
Entre 1973 et 1975, Schweers et Faix ont synthétisé puis caractérisé 10 DHP
contenant des proportions différentes des trois monomères et démontré l'exis-
tence d'une hétérogénéité de leur composition en monomère, de leurs masses
moléculaires et de la fréquence des liaisons intermonomères. Comparant les
rendements de dégradation par le nitrobenzène alcalin et par acidolyse, ils ont
constaté que, bien que des quantités significatives d'alcool hydroxycinnamique
soient incorporées dans ces DHP, on n'obtient pratiquement pas de produits de
dégradation de la série H après dégradation des DHP par le nitrobenzène alcalin
ou par éthanolyse. De même, comparant les produits de dégradation obtenus dans
les séries G et H, ces auteurs ont obærvé des différences significatives de rende-
ment relatif selon que les DHP étaient dégradés par acidolyse ou par oxydation
par le nitrobenzène alcalin. Ces différences relatives sont expliquées par la varia-
tion des fréquences de liaisons entre monomères et en particulier par leur aptitude
à former des polymères condensés ou non condensés. De façon générale, à
l'opposé de l'alcool hydroxycinnamique, l'alcool sinapylique est difficile à incor-
porer dans les DHP. Au cours de la polymérisation, cet alcool forme principale-
ment des dimères solubles de type pinorésinol (fig. 4 C). Ce résultat a conduit
Freudenberg à supposer qu'il n'existait pas de DHP, et donc pas de lignines, cons-
tituées uniquement d'unités syringyles. Cette hypothèse a été infirmée depuis
par Higuchi et ses collaborateurs 11977l- qui ont synthétisé un hepta-syringylignol
caractérisé par une fréquence relativement élevée de liaisons É-04 caractéristiques
des DHP < en ligne n selon Sarkanen (tab. lll). La contradiction apparente entre
ces résultats est explicable par le choix fait par ces auteurs de conditions diffé-
rentes lors des réactions de polymérisation. ll est sOr, en effet, que la fréquenceLES  POLYMERES  VEGETAUX  Vol. 2 - part 1
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des liaisons intermonomères peut varier non seulement en fonction des conditions
d'apport des monomères (tab. I | | ) mais encore, par exemple :
- en fonction de la réactivité des monomères et des oligomères (effets stériques
et électroniques, variation des potentiels d'oxydation);
- en fonction de la spécificité des oxydases et de l'apport en oxydant;
- en fonction enfin des propriétés physico-chimiques du milieu.

Le tableau lV présente un exemple de variation des fréquences de ces liai-
sons en fonction de la constante diélectrique du milieu. L'augmentation de la
fréquence relative des liaiaons p-0.4 lorsque la constante diélectrique diminue
s'explique par des effets électroniques et, non pas seulement, par des effets
stériques d'encombrement de l 'hydroxyle phénolique.

TABLEAU IV

lnfluence des conditions de polymérisation des alcools hydroxycinnamiques sur
les rendements de formation, en pour cent, de 3 dilignols : phénylcoumarane,

a ry lg tycâro t -|ary léther et rési no l.
Draprès Tanamashi M., Takeuchi M. et Higuchi T., (1976)

(Wood Beæarch, 61, 44-521.

Mi l ieu Alcool Coumarane 0éttrer résinol

eau
(peroxydase, H202)
à la verse

p+oumarylique
coniférylique
sinapyligue

48
54

20
1 9
I

32
27
9 1

eau + acétone (l)
(40 + 3 vol)

coniférylique
sinapylique

27 27
27

46
73

eau + dioxanne (1)
(2 -r 5 vol)

coniférylique
sinapylique

39 39
85

22
1 5

dioxanne pur (l ) sinapylique 94

ll) déhydroænation non enzymatique par FeCl3.

ll est évidemment très tentant d'extrapoler ces résultats aux lignines dont
le mode de polymérisation pourrait dépendre de la polarité de la portion de paroi
cellulaire dans laquelle se déroule la polymérisation. cette hypothèse est d'autant
plus vraisemblable que la réaction a lieu, dans ces conditions, en phase hétérogène
et que les études de biosynthèse in vitro de DHP semblent indiquer de tels effets.

BIOSYNTHESE IN VITRO DE DHP

Le terme ambigu de biosynthèse in vitro tend à opposer les protocoles
de synthèse organique de DHP dans lesquels les conditions de réactions, parLES  POLYMERES  VEGETAUX  Vol. 2 - part 1
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exemple de milieu, sont relativement bien contrôlées (tab. lV), aux protocoles
de synthèse de DHP faisant intervenir des extraits végétaux mal définis. Ce dernier
type de biosynthèse permet de préciser les effets de < support D que peuvent
exercer des polymères pariétaux sur la polymérisation des DHP. cephénomène
est d'autant plus important à étudier que, dès les débuts des études des DHp,
Freudenberg a montré que les méthylènequinones. monomères ou oligomères,
sont susceptibles de se condenser non seulement avec de l,eau, formant des
alcools benzyliques mais encore avec les fonctions alcooliques et surtout carbo-
xyliques des polyosides pariétaux (fig. 4 A, ROH). Par la suite, i l  a été montré
que non seulement la réactivité des méthylène, quinones va en croissant dans
l'ordre : alcools-tertiaires (-secondaires (-primaires ( méthanol (eau (oses
(phénols (carboxyles, mais encore qu'elle dépend du milieu et surtout d,effets
stériques et entropiques. Les produits de condensation, de type éther ou esters,
se formeraient en effet grâce à l'organisation de complexes ternaires. Au total, ces
données ont conduit à supposer l'existence d'un autre type d'hétérogénéité dans
les DHP dépendant d'une part d'effets de surface consécutifs à l'adsorption des
lignols et d'autre part de réactions de greffage avec les fonctions carboxyles ou
hydroxyles disponibles. Très peu d'études systématiques ont été faites en ce sens.
Cependant,on a rapporté des effets d'augmentation du degré de polymérisation
des DHP lorsque les réactions ont lieu en présence de papier imprégné de peroxy-
dases. Par la suite, il a été montré que des acides pectiques et des hemicelluloses
sont relativement plus efficaces que par exemple des pectines et de la cellulose.
L'existence de complexes covalents DHP-polyosides et DHP-protéine a de plus
été observée. On est donc conduit à admettre l'existence d'un facteur supplé-
mentaire d'hétérogénéité des lignines qui dépend de la formation d'associations
entre polymères puis de réactions secondaires fonctions de la réactivité des li-
gnines et autres constituants de ces associations.

Les études de synthèæ in vivo de polymères de type lignine (lignin like
polymers ou pseudolignines) par incorporation de précurseurs autres que les
alcools hydroxycinnamiques æmblent bien confirmer ces hypothèses. Ces résul-
tats sont envisagés à propos de données de biosynthèse; auparavant il est néces-
saire de décrire plus précisément les principaux types d'hétérogénéité des lignines.

I I I .  HETEROGENEITE DE LA STRUCTURE DES LIGNINES

L'existence de plusieurs types de lignine a été postulée depuis 1930 après
analyse par microscopie optique de tissus lignifiés. Ces travaux de microchimie
ont fait appel à deux types principaux de révélateurs.
- des colorants de type anil ine, carmin adsorbés plus ou moins spécifiquement
en fonction du degré de l ignification;
- des réactifs capables de réagir spécifiquement avec certains groupements fonc-
tionnels des l ignines.
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C'est ainsi que la réaction de Wiesner au phloroglucinol+hlorhydrique
révèlerait les fonctions hydroxycinnamaldéhyde. De même, les réactions à l'eau
de chlore-sulfite de sodium ou de permanganate-ammoniaque (réaction de
Maûlel permettent de distinguer les groupements gaiacyl des groupements syrin-
gyles qui, dans ces deux réactions, donnent une coloration rouge. Grâce à ces
dernières méthodes, il a été possible de montrer l'existence de différences gua-
litatives, non seulement entre les lignines des gymnospermes et des angiospermes,
mais encore entre les lignines présentes dans les différents tissus, cellules et parties
de cellule d'une même plante. A quelques exceptions près le xylème des angio-
spermes réagit positivement à la rêaction de Maûle contrairement à celui des
gymnospermes. Dès 1940, l'analyse comparée de ces lignines par oxydation au
nitrobenzène alcalin a permis d'expliquer ces résultats, exceptions comprises,
par l'absence presgue complète de monomère de type syringyle chez les gymno-
spermes. De même, on a constaté que,de façon générale, chez les angiospermes.
les parois secondaires des fibres du xylème donnent lieu à réaction de Maûle
positive alors que la lamelle moyenne réagit peu, comme le ferait une lignine de
gymnospermes. Des différences analogues ont été constatées dans le phloème et les
vaisseaux en fonction de l'âge des tissus et, en particulier, lors de cultures de
tissus confirmant I ' impression d'hétérogénéité des l ignines au niveau cellulaire
et subcellulaire. Ces observations cependant (et tout particulièrement celles
obtenues avec les colorants) sont sujettes à caution, parce gue les différences
locales de coloration peuvent dépendre des variations des propriétés des parois
donnant l ieu à adsorption ou réaction. C'est en partie pour ces raisons que, depuis
1970 environ, à la suite des travaux de Goring, plusieurs équipes ont fait
appel à l'absorption caractéristique des noyaux benzéniques dans l'ultraviolet
pour analyser, la localisation et l'hétérogénéité des lignines, par microdensito-
métrie. Malgré des difficultés pratiques et théoriques de mise en æuvre, cette
méthode a permis de confirmer l'existence de plusieurs types de lignines. Ces
différentes lignines ont été caractérisées qualitativement et quantitativement par
la forme et l'intensité de l'absorption U.V à partir de 24O nm. Les études de
Goring et collaborateurs ont concernés soit des tissus différents provenant d'une
même plante, soit des bois homologues de 16 angiospermes et gymnospermes
choisies et classées d'après leurs teneurs croissantes en méthoxyle par unité
monomère (rapport MeO/Cs). Dans le cas du xylème de Bouleau lBetula spl,
cette technique a permis de confirmer que la lignine de la paroi secondaire des
vaisseaux et de la lamelle moyenne est principalement compo#e de monomères
gaiacyl-propane (lignine de type gymnosperme) alors que la lignine déposée
dans celle des fibres est principalement de type syringyl-propane. Dans le cas des
16 échantil lons de bois dont le rapport MeO/Ce allait de 0,91 à 1,64, ces résultats
ont été généralisés montrant une augmentation progressive des teneurs en mono-
mères de type syringyle dans les parois des fibres et des rayons alors que les parois
des vaisæaux et les coins des cellules contiennent principalement des éléments
gaïacyl. Dans le cas du Peuplier, cette technique a permis de constater l'existence
de différences qualitatives et quantitatives entre les lignines de bois de réaction
(bois normal et bois opposé). De plus, mettant à profit les déplacements de spec-
tre UV consécutifs à l ' ionisation des fonctions phénoliques en milieu alcalin,
Goring et ses collaborateurs ont montré que les lignines des parois secondaires de
gymnospermes se caractérisent par une teneur en phénols libres,en moyennedeux
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fois plus forte que celle des lamelles moyennes. ce dernier résultat a permis de
préciser l'analyse des effets de délignification sélective, effets topochimiques,
au cours desquels on constate des cinétiques de délignification différentes :
les parois secondaires sont en général délignifiées plus rapidement que les parois
primaires et surtout,les coins des cellules. c'est sur l'analyse de ces cinétiques et
sur celle de la dispersion des masses moléculaires des lignines et complexes lignine-
polyosides que Goring a fondé sa théorie de la structure en multi-réseau de la
protolignine. Les données fournies par ailleurs dans la littérature sont compatibles
avec cette théorie. Lors d'expériences de délignification de coupes de bois de
Peuplier par le dioxanne chlorhydriqueou par des bactéries nous avons constaté,
par microscopie électronique, des effets topochimiques au niveau des parois secon-
daires des fibres et des vaisseaux (Czaninsky et al. 1g7g). Au total, toutes ces
données conduisent à affirmer l'existence de plusieurs types de lignines sans
préciser cependant les origines de cette hétérogénéité. pour le moment, il est
possible de distinguer trois causes principales d,hétérogénéité fonctions :
- de la fréquence des monomères;
- de leurs modes de liaison dans les multiréseaux;
- des liaisons de ces réseaux avec d'autres molécules.

HETEROGENEITE LIEE A LA FREOUENCE DES MONOMERES

ce type d'hétérogénéité est de loin le plus étudié. Nous avons vu qu,il peut
être mis en évidence de façon relativement aisée, par microscopie ou par analyse
centésimale. Les variations du rapport Meo/cecitées plus haut rendent compte
du fait que les lignines naturelles sont des hétéropolymères contenant les trois
alcools H, G et s du tableau L Les indices Meo/ce des homopolymères corres-
pondants, lignines H, G et s pures, sont respectivement égaux à 0, I et 2. L'ana-
fyse centésimale permet donc, a priori, de caractériser l'hétérogénéité des lignines
par le calcul du rapport du nombre des monomères G et s. Les monomères H,
qui ne sont évidemment pas comptés dans ces cas, peuvent l'être si l,on utilise
les méthodes de dégradation progressive envisagées plus haut et si l,on fait le
bilan produits correspondants aux trois séries. compte tenu du fait qu,aucune
de ces méthodes n'est quantitative,on ne saurait être surpris que les proportions
en monomères mesurées à l'aide de chacune d'entre elles donne des résultats
différents. c'est ainsi que l'oxydation par le nitrobenzène alcalin donne des
rapports s/G en aldéhydes en c7 (tab. l) voisins mais parfois sensiblement supé-
rieurs à ceux donnés par l'acidolyse pour les cétones de Hibbert des séries s/G
représentées sur la figure 1. ces deux méthodes ont permis cependant de montrer
la présence de monomères non condensés de la série H en quantité relativement
importante dans les lignines de monocotylédones. Les deux autres méthodes de
dégradation qui permettent d'estimer non seulement les proportions des unités
H, G, s dans les unités condensées et non condensées sont surtout utilisées, en
conséquence, pour analyser l'hétérogénéité du second type : fonction des liaisons
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intermonomères. ouoi qu'il en soit, toutes ces méthodes concordent pour confir-
mer l'existence du premier type d'hétérogénéité même si elles contribuent à
donner des images différentes et souvent difficiles à comparer. c'est la raison
pour laquelle les méthodes d'analyses quantitatives, analyses centésimales ou
spectroscopiques, sont parfois préférées pour décrire l'hétérogénéité liée aux
fréquences des monomères. Dans le tableau V sont présentés les résultats obtenus
à l'aide de 5 équations d'approximation linéaire fondées sur la composition centé-
simale en carbone total, en méthoxyle, sur l'absorbance uV et lR de lignines de
bois moulu. Bien que confirmant l'existence même du premier type d'hétérogé-
néité, ces résultats ne permettent pas d'affirmer l'existence de lignines de type
homopolymère constituées par exemple de seuls monomères S.

compte tenu de la formation préférentiefie de dimères de type résinor,
lors de la synthèse de DHP à partir de l'alcool sinapylique, on a longtlmps douté
de l'existence d'une s lignine s l. ce doute est d,autani piut turpr"-n"nt que lors
de la dégradation de lignines par le nitrobenzène, il a été obtenu àes rapports s/V
de l'ordre de 5 à I alors gu'en général ces rapports sont inférieurs à 3 chez les
angioçermes. ce n'est qu'en r978, que, pour ra première fois, des lignines de type
s ont été isolées à partir de lignines de bois moulus. Mettant a pàtit des diffé-
rences de solubilité de complexes mercurigues qu,ils avaient observées sur a DHp-
syringyl l cités plus haut, Yamazaki, Hata et Higuchi ont isolé et démontré chimi-
quement l'existence de lignine de type syringyle qui est en cours de caractérisa_
tion. En conséquence, compte tenu de l'existence de lignine G chez les gymno-
spermes,on peut considérer comme certaine l'existence d,une hétérogénéité des
lignines fonction de leur composition en monomères.

TABLEAU V
composition relative en monomères de lignines de bois moulus : proportions
calculées à l'aide d'équations d'approximations linéaires à partir ae éinq groupes

d'analyæs centésimales et spectroæopiques,
(d'après Faix (1976), papier,30, Vt-V9).

% H ( t ) % c  ( r ) % s ( 1 )

Gymnospermes
(Picea sp)

6 à 7 9 0 à 8 9 4

Monocotylédones
(Bambusa sp)

1 0 à  1 3 5 5 à 5 6 3 5 à 3 1

Angiospermes
(Fagus sp)
(Piptadienastrum sp) (2)

5 à 7
l 1 à  1 4

4 5 à 4 7
4 4 à 4 5

5 0 à 4 6
4 5 à 4 1

(I ) notation des séries monomères du tableau l.
l2l origine tropicale,
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HETEROGENEITE LIEE A LA FREOUENCE DES LIAISONS

Compte tenu des différences de réactivités observées entre les monomères
G et S lors de la synthèse des DHP on ne saurait être surpris de l'existence d'une
hétérogénéité du second type, c'est-àdire, résultant de variations de fréquence des
liaisons pour une composition en monomère donnée. On peut, par exemple,
supposer que les conditions de polymérisation étant différentes, soit par la dispo-
nibil i té en oxydânt,soit par la polarité du milieu, i l  peut y avoir variation du degré
de condensation des monomères soit par formation d'un polymère en masse (due
à une accumulation de dimères) soit par formation d'un polymère en l igne (due
à une augmentation de la fréquence des l iaisons p-O+ : tab. l l l  et lV). Pour le
moment, on ne dispose d'aucune certitude concernant l'existence de ce second
tyæ d'hétérogÉnéité. Cet état de choses résulte du fait que, premièrement les
lignines d'extraction isolées ne subissent en général pas de fractionnement avant
analyse, et que, deuxièmement les méthodes d'analyse permettant de suivre les
variations du degré de polymérisation (double oxydation et thioacétolyse) n'ont
été mises au point que depuis quelques années. Cependant, les résultats obtenus
depuis 1973 par Miksche et collaborateurs, grâce à la méthode par double oxyda-
tion, rendent très vraisemblable l'existence d'une < non-homogénéité > de la
lignine totale des plantes. Pour parvenir à cette conclusion ces auteurs ont com'
paré les rendements de formation de 9 esters méthyliques (fig. 2) et ils ont défini
un indice â en calculant le rapport des quantités absolues d'unités non condensées
S et G soit la3/a21 , et des unités condensées aryl-alkyléther S, G soit (a7las) et
diphényle. L'hétérogénéité des lignines peut être exprimée soit par la variabilité
de h, soit par la dispersion des points représentatifs des lignines sur deux axes de
coordonnées : la/azl et la1/aBl. Pour préciser ces résultats nous avons calculé,
à partir des données de ces auteurs, un indice c égal au rapport de la quantité
totafe d'unités non condensées lat, az, a3) à celle des unités condensées (a+ à
ael. La figure 5 donne la dispersion des points représentatifs du rapport c pour
40 dicotylédones. Le tableau Vl regrôupe les rendements d'obtention de 3 esters
ainsi que les valeurs des rapports h, c et r : az/az.Ce dernier rapport est compara'
ble au rapport S/V d'oxydation par le nitrobenzène; il rend aussi compte de la
fréquence des unités G et S non condensées. La comparaison des tableaux V et Vl
permet de constater l'existence de l'hétérogénéité liée à la fréquence des mono-
mères : il semble que les différences des indices h et des indices c et r correspon-
dant à toutes ces plantes ne puissent être expliquées que par l'existence d'une
variabilité des lignines en fonction de la fréquence des différentes liaisons. La
dispersion des points représentatifs des 40 lignines de la figure 5 peut résulter de
l'existence d'une variabilité fonction du degré de condensation des monomères.
Cette variabilité est manifeste, non seulement, au niveau interspécifique, mais

ausi au niveau des divers organes d'un même végétal (f ig.5). Detellesvariations
peuvent s'accompagner de modifications dans les proportions relatives en mono-
mères qui rendent plus difficile l'analyse de l'hétérogénéité : le cas des bois de
réaction est significatif de fait. Dans le tableau Vl figurent le bois normal et le

bois de réaction du Pin : alors que le rapport r varie peu,on constate une variation
de c et une augmentation de a1. La dégradation par double oxydation ou par
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Fig. 5 - Bêpréæn6tion bidimansionnetta de ta variabilité du degré de condenstion das
lignlnes de 4o dicotytédones. Les rendemonts en êstêrs a1 à a9 obtenus apràs double oxy-
dation (fig. 2l par Erickson et Miksche (,|974) ont été utilisés pôur représenter la dispersion
des quantités totales des unités non condensées (a1 à a3) en fonction de celles des unités
condensées {a4 à a9). Aux analyses du bois du Hé1re (È), uu Fréne (F} et du chéne (c}
correspondent celles des feuilles (lettres minusculesl et des racines {lettres surlignéesl,

acidolyse dans le dioxanne (Shakakibara , 19771 a révélé I 'existence de < l iaisons
condensées > caractéristiques des lignines de bois de compression, et donc de
variation de la fréquence relative des différentes liaisons intermonomères. En
conséquence, il parait raisonnable d'admettre que l'hétérogénéité des lignines
rapportée dans la figure 5 et le tableau Vl résulte d'un phénomène analogue et
cela bien que les analyses aient été faites sur < la l ignine totale D des plantes.

HETEROGENEITE PAR LIAISON A D'AUTRES MOLECULES

ll est certain que les propriétés physicochimiques d'une lignine donnée
pqrvent être modifiées par liaison covalente de celleci avec d'autres molécules
golymérisées ou non. La formation spécifique de telles liaisons constitue donc
un troisième facteur d'hétérogénéité des lignines. L'analyse de ce dernier type
dtétérogénéité est d'autant plus délicate à faire que l'on connait mal les deux
lrtres et que, surtout, son existence peut dépendre de la formation d'un nombre
rtlativement très faible de liaisons. De façon générale, il est démontré, que lors
tr greffage de deux polymères, la formation de quelques liaisons pour cent mono-
nrères peut suffire pour provoquer la formation d'un réseau infini (Flory, l97bl.
tbns le cas des lignines, on ne peut négliger la possibilité de tels effets au niveau
ôs complexes lignines-polyosides. Les études modèles sur DHp semblent indiquer
qæ les fonctions alcool-p-hydroxybenzylique sont les sites privilégiés pour de
tl les interactions (fig.4 A). En conséquence, pour caractériser le troisième type
dhétérogénéité, il est nécessaire de tenir compte aussi des possibilités de blocage
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TABLEAU VI

Comparaison de la variabilité des lignines d'angiospermes et de Wmnospermes
au moyen des 9 esterc méthyliques obtenues par double oxydation (fig. 2). La va-
riabilité est estimée au moyen des indices et des rendements publiés par Erickæn et
Miksche (1974);âr,â2,ât: rendemenæ en mg/g matière sèche pour les trois
esters ar, a2, a1 (fig, 2). lndices r, h et c définis pil r :dzlâ2, h : (atlâsl x r
e t c :  ( â r  +  âz  +dù l (âq  +  âs  +  âo+âz  +  âs  +  âg l . L ' i nd i cehn 'es tpas

calculé (nc) (l/ chez lesgymnospermesouayn'estpasdosble (nd) (t).

Espèces sp a t a2 a1 r c h

Dicotylédones

Acer
Betula
Cornus
Fagus
Knautia
Ouercus
Salix
Urtica
Veronica
vitis

Monocotylédones

Alisma
Al l ium
Alopeavus
Asparagus
Butomus
Deschampsia
Eriophorum
lr is
Juncus
Triticum

Gymnoqermes

Chamaecyparis
Cryptomeria
Gingko
Juniperus
Larix
Metasequoia
Picea
Pinus
Pinus (Bois réactionl
Taxus

nd lrl

o,4
0,8
1 ,4
1 ,3
o,7
1,6
3,0
0,6
3,5
4,3

4,2
0,6
5,5
2,O
2,6
3,7
1 ,3
3,1

10,5
3,0

16,9
11,7
6,7

13,4
15,2
15,5
20,3
17,O
8,9

15,6

30,6
23,O
15,9
23,1
18,5
27,4
13,5
145
15,2
15,8

62
65
65
54
70
53
57
63
59
54

o,7
o,4
0,5
0,6
0,6
o,7
1 ,3
1 , 1
o,4
0,8

2 ,1
1 ,0
0,7
1 ,0
1 , 5
1 , 0
0,5
o,7
o,4
0,6

5,0
5,0
5,2
5,2
5,5
3,7
4,4
5,2
4,8
5,7

0,5
0,3
1 , 1
03
o,7
o,4
0,5
1 ,3
o,7
0,6

155
130
8 1
54
78

106
48
63
65

108

2,1
1 , 2
1 ,5
0,9
1 , 7
2,0
1 ,0
1 , 7
1 ,0
0,9

6,0
6,7
3 ,1
6,7
5,2
7,O
3,4
3,0
4,4
3,9

2,2
4,4
3,8
5,2
2,2
43
4,3
3,5
4,7
5,8

1 ,8
1 ,7
2,O
1 , 5
1,8
2 ,1
1 ,9
1 ,7
2,2
1 ,5

1 , 1
1 ,8
1 ,2
1 , 1
1 ,2
1 ,3
1 , 7
1 , 5
1 ,0
1 , 1

1 ,2
1 A
0,6
1,5
1 ,3
0,7
1 ,5
1 ,6
1 , 1
o,7

nc ltl
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TABLEAU V I I

Relation entre la variabil ité des teneurs en monomères des l ignines et I 'activité
des enzymes Et, Ez, E3 de conversion de l 'acide caféique en acide sinapique :
classification des l ignines en 6 groupes d'après Shimada M., Fushiki H., Higuchi
T., 1973, Mokuzai Gak. 19, 13-21 , en pointi l lé : reconversions possibles; en

tiret:voie de la tyrosine, surtout chez les monocotylédones (").

AW

lMoNocoiyLE p- N ETl

l l : S / V = 1
E 1  =  f 2  = f 3 = 1

I  p r  corYLEpoNes l

t y p €  C :  O  < S / V  < O , 2

E 3 >  E 1 >  f 2 = o

t y p e  D :  O , 2 < S / V < 1 , O

E 5  >  E 2 = E

t y g e F : 1 , O < S / V < 3 , O

G Y M  N O S  P E R M  E S
P h é n y l o l o n r n e

I
Y

o c  c r n n o m r q u e

v
( q c .  p - c o u m o r j q u e )i r '

o c  p - c o u m o f l q u e
l F

- !
< -  _ ) .

I

i
I
I
I
I

T y r o s r  n  e
I

I
I

i

I
I

û
o c  c o f é i q u e

l E '
ç - ' o c  f é r u l r q u e

! l

: v
:  o c . 5 - O H - t é r u t r q u e

' .  
| È.e

< - O C  S t n o p i q u e

l y e e  A :  S / V = O

E 1  >  E 2 = 5 0

lype I  . .  s /v  :  o

E 1  > E 2 > E 3 : o

E 3 : E 2 >  E 1

de ces mêmes fonctions par des molécules non polymérisées telles que les acides
organiques, acide acétique ou phénolique.

Un cas particulier évident d'association avec des polymères est constitué
par la condensation des différents réseaux de lignine. Ce cas est important à
considérer parce que des modèles modulaires de lignine ont été proposés. D'après
Fors et Fremer la l ignine de conifères serait formée de modules de 18 monomères
relativement difficiles à dégrader. Ces modules seraient connectés d'une part entre
eux, par des l iaisons 7-alkyléther labiles, et d'autre part avec les polyosides par
les l iaisons éther-benzyligues. En plus de ces structures régulières i l existerait des
hémilignines.: substances aromatiques peu polymérisées et encore mal caractéri-
sées. Le modèle de Fors est fondée sur des analyses sophistiquées de bois brut
par tamisage sur gel. Ces analyses n'ont pu être reprodr.rites, alors que plusieurs
auteurs ont cependant observé des distributions bimodulaires après tamisages
dans d'autres conditions. La question de < l 'hétérogénéité modulaire I des l ignines
reste donc en suspens,

Par contre, I'existence d'hétérogénéité fonction de liaisons avec les polyo-
sides æmble plus vraisemblable. L'existence de l iaisons covalentes entre oses et
l ignines a été montrée par analyæ des oses hydrolysés de l ignines perméthylées.
Cependant, l'existence d'associations spécifiques avec des hémicelluloses particu-
lières reste controversée principalement à cause des difficultés de purification de
ces complexes. La plupart des auteurs s'accordent pour attribuer une grande
importance aux l iaisons esters qui pourraient s'établir, selon le mécanisme de la
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figure 4 A, entre les alcools p-hydroxybenzyliques et les fonctions carboxyles
des acides uroniques des hémicelluloses.

Du fait des compètitions possibles, l'existence de liaisons esters avec d'autres
acides organiques mérite considération. La présence d'esters d'acides organiques
dans les lignines d'extraction est bien confirmée. Ce sont surtout les esters des
acides phénoliques qui ont été étudiés, acides benzoïques chez les Peupliers et
surtout acides hydroxycinnamiques chez les monocotylédones. Les teneurs en
esters de ces lignines sont au maximum de quelques pour cent. Dans les autres
végétaux,il existerait des esters d'acide acétique. On dispose cependant de peu
d'informations sur ce type d'hétérogénéité qui est d'autant plus difficile à étudier
que les lignines sont isolées sous forme de complexes avec des polyosides qui
peuvent être eux-mêmes estérifiés. Lors d'une étude de tels complexes isolés de
paille de Blé et de bois de Peuplier, nous avons constaté la présenceen quantités
voisines d'esters des trois acides en Cz (4, V, S : tableau l) chez le Peuplier et de
deux acides en Ce (PC, FE : tableau l) chez le Blé. Après hydrolyse des polyosides
soit à l 'aide de cellulases fongiques ou d'acide chlorhydrique 6 N à 100 oC, nous
avons observé dans les lignines ainsi purifiées, la présence presque exclusive du
seul acide p-hydroxybenzoïque (B) chez le Peuplier, et de l'acide p-coumarique
(PC) chez le  Blé (Mont ies,  1980).  Cesrésul tatsmontrentdonclapossib i l i téd 'une
estérification spécifique des complexes lignine-polyosides, par certains acides
phénoliques.

Comme la formation d'esters aromatiques a été observée lors de la polymé-
risation oxydative de DHP en présence d'acide p-hydroxybenzoïque et d'acide
pcoumarique (Nakamura et Higuchi, 1978), on peut conclure qu'i l  semble exister,
en plus d'une variabilité liée à la fréquence des monomères et à leur mode de
liaison, un troisième type de variabil ité résultant de la formation de l iaisons
spécifiques avec des moléculeggu'elles soient polymérisées ou non.

IV. BIOSYNTHESE DES LIGNINES

C'est certainement dans le domaine de la biosynthèse que les connaissances
ont progressé le plus vite depuis 1960. En plus des ouvrages mentionnés dans
f introduction et de l'article de Higuchi (19771 il suffit de citer ici,trois revues
publiées, elles aussi, en 1977 par Wardrop, Gross et Grisebach. Comme ces
dernières concernent respectivement de façon spécifique la cytologie, l'enzymo-
logie et la régulation de la lignification, nous nous limiterons surtout à dégager
les résultats en relation avec la variabilité des lignines ainsi que les conséquences
concernant la fonction et la valorisation des lignines.

Etant donné l'hétérogénéité du bois lui-même, l'analyse cytologique de la
lignification est absolument indispensable. En ce domaine, les observations de
wardrop permettent d'envisaçr une fonction essentielle des lignines : l'établisse-
ment de contraintes de croissance et de poser le problème de l'origine des pré-
curseurs.
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La lignification n'a l ieu que pendant la croissance des cellules,ce qui n'exclut
pas la possibilité de réarrangements moléculaires et même la formation de nou-
velles liaisons après cette période. ll peut en résulter une hétérogénéité du troi-
sième type avec, par exemple, variation de la porosité des parois. De plus, systé-
matiquement, la lignification des différentes couches des parois ne se fait pas de
façon uniforme. Au commencement de la formation des épaississements secon-
daires,(en fin d'accroissement en surface des cellules), la lignification débute dans
la paroi primaire et seulement dans les coins des cellules. Elle progresse ensuite
dans la lamelle mitoyenne des parois tangentielles puis dans les parois radiales.
Enfin, les couches Sr, Sz, 53 se l ignifient successivement. Wardropa montréque
dans chaque cas, la lignification a lieu nettement après le dépôt des polyosides
et qu'elle s'accompagne en général d'un gonflement des parois. Ce dernier phéno-
mène est essentiel : la plupart des spécialistes s'accordent pour attribuer à ce
gonflement l'existence des contraintes de croissance, qui assurent le port normal
des végétaux ligneux, ainsi que l'apparition de tensions ou de compressions dans
les bois de réaction des végétaux écartés de leur position normale {Archer et
Wilson, 1977). Ces tensions, qui peuvent atteindre plusieurs centaines de kg/cm-2,
proviendraient de la contraction longitudinale des parois; elles dépendraient de
l'incrustation par la lignine des fibres cellulosiques et de variations des angles de
ces fibrilles entraînées par le gonflement des parois. ll est remarquable que ce
même mécanisme puisse rendre compte des particularités des bois de compres-
sion de gymnospermes et des bois de tension des angiospermes, alors que les
lignines de ces plantes sont normalement différentes (tab. V) et que, de plus,
les lignines des bois de réaction de gymnospermes sont relativement plus riches
en unités H (taU. Vll alors que celles des angiospermes, moins bien connues, le
seraient en unités S. On peut donc, dans le cas tout au moins de cette fonction,
supposer que c'est grâce à la variabilité des lignines, qu'une même fonction,
l'incrustation, peut étre assurée au niveau de structures polyosidiques différentes
mais toutes susceptibles de gonflement et de contraintes mécaniques.

Le second aspect cytologique de la biosynthèse des lignines concerne
l'origine extra- ou intracellulaire des précurseurs. D'après Freudenberg,les alcools
hydroxycinnamiques seraient transportés sous forme de glycosides, hydrolysés par
des glucosidases fortement liées au cambium puis incorporés dans le xylème
après diffusion centripete. La réaction colorée à l'indican des glucosidases souvent
décrite (Freudenberg et Neish, 1969) n'a pu cependant être reproduite par War-
drop (19771 ni Marcinowsky et al. (19791. Dans le cas d'hypocotyles d'Epicea, ces
derniers auteurs ont localisé la glucosidase dans la couche interne des parois secon-
daires et dans toutes les cellules. Ces observations infirment donc la théorie de
l'origine extracellulaire des précurseurs. Par contre, elles confirment les conclu-
sions de Wardrop gui suppose, à la fois, que les précurseurs proviennent des cellu-
hs en cours de lignification et que les modalités de lignification des espaces inter-
cellulaires dépendent d'une sorte de reconnaissance (recognition) entre les cellules.
D'après Wardrop, la composition chimique des substances intercellulaires serait
déterminée au moment de la division cellulaire; i l  en résulterait une potentialité
de lignification fonction de la diffusion des précurseurs à partir des cellules en
cours de l ignification. C'est donc aux deux niveaux intra- et intercellulaire que
:e situerait l'origine de l'hétérogénéité dds lignines. Cette hypothèse serait donc
valable tout autant pour les différentes couches cellulaires des bois normaux que
pour les divers bois de réaction.

149
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La diversité des mécanismes enzymatiques mis en cause lors de la biosyn-
thèse des lignines est compatible avec cette variabilité. Nous envisagerons, dans
cette perspective, seulement la biosynthèse des monomères dans son ensemble
puis les réactions de polymérisation.

ll est actuellement admis que tous les végétaux sont susceptibles d'incor-
porer la phénylalanine (Phel dans les trois alcools hydroxycinnamiques. Actuelle-
ment on accepte un schéma en cinq étapes :

1) désamination de Phe en acide cinnamique (Cll;
2) hydroxylation en Cl en acide p+oumarique (PCl;
3! hydroxylation et méthoxylation successives de PC en acide caféique (CAl,
férulique (FE), S-hydroxyférulique (HF) et enfin sinapique (Sl);
4) activation de PC, FE et Sl sous forme d'ester du coenzyme A (CoAl;
5l réduction en aldéhyde puis en alcools cinnamiques en Ce (tab. l).

De nombreux travaux ont été consacrés à l'étude de ces étapes, tout parti-
culièrement, par les équipes de Bland et de Higuchi. ces auteurs ont mis en évi-
dence l'existence de variation de ce schéma général en cinq étapes en fonction de
fa nature des plantes et même de leurs conditions de ôultures {tissus < in situ >
ou en ( culture ) ou en ( survie l). l ls ont observé par exemple l,existence de
réaction de reconversion des acides en cs (Sl-Fr et FE-PC) avant incorporation
dans les l ignines. De même, une incorporation relativement intense de tyrosine
a été observée chez les monocotylédones non seulement dans les esters p€ouma-
riques mais aussi dans les monomères H (Higuchi et al. 1967). Enfin,i l a été possi-
ble d'établir une corrélation entre la composition monomérique des l ignines,
estimée par le rapport V/S des aldéhydes en C7 (tab. l), et les activités relatives
de trois enzymes qui aboutissent à la synthèse de Sl à partir de CA (étape 3 du
schéma général). Le tableau Vll résume ces différentes observations. Bien que
déjà complexe, ce tableau ne rend pas compte de toutes les possibilités d'explica-
tion, au niveau enzymatique, de la variabil ité des l ignines. Récemment en effet, la
présence de l ignine G dans une angiosperme a pu être expliquée par la diminution
en fonction de l 'âge de la seule acide férulique-5-hydroxylase (Kutzuki et Higuchi,
1978). De même, l 'accumulation de l ignine S ou G dans du xylème de Peuplier en
survie a pu être attribuée à la spécificité des trois cinnamoyl-coA-ligases (Grand
et Ranjeva, 1979). Sans entrer davantage dans les détails on peut donc conclure
qu'au moins le premier type d'hétérogénéité des l ignines est aisément explicable
au niveau enzymatique.

ll n'en est pas de même pour le second type d'hétérogénéité principale-
ment parce que ce dernier a été encore peu étudié.

Cependant, compte tenu des possibilités de variation de la fréquence des
liaisons dans les DHP en fonction des conditions de polymérisation (tab. l l l),on
peut supposer qu'une variabil ité analogue pourrait exister dans les l ignines dans
la mesure où les conditions de déhydrogénation pourraient varier avec les condi-
tions physiologiques. C'est la raison pour laquelle nous envisagerons maintenant
les réactions de polymérisation.

Tentant de généraliser les résultats obtenus par Freudenberg lors des synthè-
ses de DHP en présence de H2O2, de nombreux auteurs ont affirmé que des pero-
xydases sont responsables de la polymérisation déhydrogénative des lignols. C'est
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ainsi que Harkin a conclu récemment à la participation exclusive des peroxydases
à la lignification, bien qu'il ait insisté auparavant sur le triple problème que posent
l'origine, le transport et le contrôle de la concentration des peroxydes (Harkin,
1967). Depuis, on a constaté que les peroxydases pariétales ont une activité oxygé-
nasique : en présence de composés réduits, elles consomment de l,oxygène pour
synthétiser des peroxydes. De plus, Gross, a décrit la présence de malate-déhydro-
génase pariétale capable de synthétiser du nicotinamide réduit (NADHI consommé
lors de la réaction oxygénasique. De ce fait, ce modèle de polymérisation oxygéna-
sique des lignines proposé par Gross 119771 résoud le triple problème posé par
Harkin. l l  nous a été possible d'en confirmer la validité dans des coupes de tiges
d'oeil let (catesson et al. 19781 mais non dans celles de Blé et de Peuplier (Monties,
1980); ces derniers résultats sont inexpliqués. ouoi qu'i l  en soit, la diversité des
mécanismes de polymérisation est compatible avec une variabilité des types de
polymérisation des lignines. Pour le moment, aucune étude ne semble avoir été
faite, en ce sens, sur la variabilité des fréquences de liaisons. cependant, on dispose
de rézultats montrant une hétérogénéité du degré de condensation des lignines.
C'est ainsi que l 'on a montré, lors d'incorporation de laC-phénylalanine dans la
lignine de monocotylédones (Higuchi et al. 1967) et de peuplier (Alibert et
Boudet, 19791, l 'existence de l ignines néoformées aisément dégradées par le
nitrobenzène alcalin; ces lignines seraient estérifiées mais les acides ne repré-
sentent, dans le cas du Peuplier et du Blé, qu'une faible part de la fraction
sofubfe dans la soude (Monties, 1980). Or, les études de synthèse in vitro de
DHP en présence d'acides aromatiques en C7 et en Cn (tab. l)ontmontréque la
formation de tels esters pouvait résulter de réactions de déhydrogénation selon le
mécanisme A figure 4. En conséquence, il n'est pas déraisonnable de supposer
que des variations des conditions de déhydrogénation, disponibil i té en malate
par exemple, pourraient entraîner des variations de fréquence des liaisons non seule-
ment entre les monomères mais avec les autres molécules.

Cette dernière hypothèse conduit à envisager, pour terminer, la régulation
de la lignification. Des conclusions souvent contradictoires ont été tirées des
études de l ' influence de facteurs tels que l 'éclairement, la fumure minérale, la
pression partielle d'oxygène sur la l ignification. l l  semble prématuré de discuter
ces conclusions parce que ces facteurs peuvent agir autant sur le métabolisme
général que sur les voies spécifiques de lignification. Des phénomènes de régu-
lation semblent possibles au moyen de la compartimentation subcellulaire des
précurseurs, de complexes multienzymes, de variations de perméabilité des mem-
branes ou des charges énergétiques. ll est pour le moment difficile d'estimer
f importance de ces mécanismes parce qu'ils ont été mis en évidence in vitro
(Grisebach, 19771. Par contre, on dispose de quelques données montrant l'exis-
tence d'un contrôle génétique et d'une régulation hormonale de la l ignification
in situ. Ces deux aspects seront donc seulement envisagés pour terminer.

L'existence de mutants pour la lignine semble avoir été rapportée pour la
première fois vers 1930, chez le Maïs. Par la suite ces lignines ont été beaucoup
étudiées. Elles diffèrent des l ignines < normales I par leur composition en mono-
mères et par leur extractibil i té et donc vraisemblablement aussi par leur degré de
condensation et de liaison avec les polyosides. Comme cependant, on a constaté
parallèlement des différences entre les équipements polyphénoliques de ces

1 5 1
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mutants et des Mais normaux, en particulier au niveau des esters en c9 liés à ces
lignines, on ne peut parler au sens strict de r mutant l ignine n. ouoi qu'i l  en soit,
des mutants analogues ont été obtenus chez le Sorgho (Porter et al. ,|978). L,exis-
tence de différences d'extractibilité de complexes lignine-polyosides observées
chez différentes variétés de Raygrass pourrait aussi dépendre de facteurs généti-
ques. La faible variabilité, en fonction des conditions de culture des teneurs en
lignines et en esters des parois cellulaires des tiçs de Blé et de peuplier, est tout
à fait compatible avec l'existence d'un contrôle génétique relativement rigoureux
de la lignification (Monties, 1980). En conséquence, l,existence d,un contrôle
génétique qualitatif et quantitatif de la lignification paraît vraisemblable, Bien
que l'on ne dispose d'informations détaillées que dans le cas des monocotylédo-
nes, sources de fourrages dont la diçstibilité dépend de l'état de lignification,
on peut conclure qu'il existe de façon générale un contrôle génétique de la
lignification.

L'existence d'un contrôle hormonal de la lignification a été observée soit
lors de culture de tissus, soit lors de la mise en survie, soit lors d'implantations
d'hormones in vivo. Dans presque tous les cas, les lignines n'ont pas été caractéri-
sées de façon fine. Cependant, en plus de variations des modalités de différentia-
tion, if est str, qu'au moins dans le cas du Peuplier, la présence d'AlA, de2,4D
ou de NAA (I)dans le milieu de culture entralnedesdifférencesdecomposition
monomérique des lignines (Venverloo, 1969). Ces observations méritent d,être
rapprochées de celles faites lors de l'induction et de l'inhibition de la formation
des bois de réaction après contrainte mécanique ou après apport de facteurs de
croissance (AIA,TIBA) {t}. La plupart des auteurs s'accordent pour attribuer à
des déséquilibres hormonaux les différences observées au niveau de la lignifica-
tion (Wilson et Archer, 19771; dans ces cas encore l'étude détaillée des lignines n,a
pas été faite. Ces derniers résultats méritent enfin d'être mis en relation avec les
phénomènes de lignification pathologique et de biosynthèse de pseudo-lignines
(lignin-l ike compounds).

On peut définir les pseudo-lignines comme étant des DHp dont la bio-
synthèse est provoquée in vivo par apport de composés directement polyméri-
sables. En plus de l'eugénol, qui est partiellement converti après oxydation en
alcool coniférylique, ce sont essentiellement les trois acides hydroxycinnami-
ques PC, FE et sl (tab. l) qui ont été utilisés pour ces incorporations. ll est très
vraisemblable gu'une fraction de ces composés est incorporée dans les lignines
après réduction r normale D en alcool en ce (tab. vll) et, qu'une autre partie
est directement polymérisée. Les expériences réalisées par Stafford en ce domaine
ont contribué à imposer la notion de e pseudo-lignine l et même de r lignine
acide r résultant par exemple de la polymérisation d'acides aromatiques. ll est
sOr que ces polymères ne sont pas des lignines mais on ne peut être certains que
de tef fes substances ne puissent se former in vivo, par exemple, après qu,un sti-
mulus ait profondément pertur$ l'ensemble du méabolisme phénolique d,une
plante. cætte situation est possible dans des cas pathologiques et donc, dans ces
conditions, des variations de composition des lignines sont possibles aussi. c'est

(11 Af A - 2A D - NAA et TIBA sont respectiræment les acides indolylacétique - 2,4 dichlo-
rophenoxyacétique - naphtalèneacétique et 2, 3, 5, tri-iodobenzoique.
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ainsi que Asada a pu mettre en évidence l'accumulation de lignine G après infec-
tion de Radis par un champignon. Après avoir séparé une quinzaine de peroxy-
dases dont il a étudié l'aptitude à former des DHP d'alcool hydroxycinnamiques,
cet auteur a expliqué la synthèæ de < lignine G pathologique D par la diminution
de l'activité des < isoenzymes l catalysant la synthèse de DHP mixtes. Ce dernier
exemple confirme donc, d'une part, la possibilité d'un contrôle enzymatique
de la lignification au niveau des réactions de polymérisation, et d'autre part,
la diversité des facteurs susceptibles de contrôler la lignification puisqu'il exis-
terait, dans ce cas, une substance induisant cette lignification (Asada et al. 1975).

CONCLUSION

Une affirmation du Professeur Kratzl, datant de 1962, aurait pu servir
d'introduction à cette revue : u Lignin in plant as a certain biological mobility
and is able to adapt itælf to external conditions as can be shown by formation of
neaction wood. Therefore væ believe that lignin in plant has no uniform dqree
of polymerization or condenetion b.ll est certain que les résultats obtenus depuis
1962 ont confirmé la justesse de cette affirmation mais il est incontestable aussi
gu'il reste beaucoup à faire en ce domaine de la chimie et de physiologie de la
lignification.

Les observations des équipes de Goring, Higuchi et Miksche par exemple ont
donc bien contribué à rendre vraisemblable l'existence d'une hétérogénéité des
lignines.

En 1967, Pearl avait intitulé le premier chapitre de son livre (, the nebulous
concept of lignin r. La même année, Harkin développait une comparaison en huit
points entre la lignine et un mélanç de jeux de cartes rapprochant par exemple
les différents lignols aux figures, les modes de substitution des noyaux aux cou'
teurs; il concluait sa comparaison en affirmant qu'il est plus important de connaî-
tre les règles du jeu, c'est-àdire les mécanismes de lignification, que l'ordonnan-
cement fortuit des cartes. Compte tenu des données cytologiques, physiologiques
et surtout chimiques, l'isolement de lignine S par exemple, il paraît actuellement
possible d'entreprendre l'étude de l'ordonnancement des lignines; leur ordre est
vraisemblablement en relation avec leurs fonctions : mise en tension des parois ou
barrière contre les pathogènes par exemple. ll faut donc s'attendre à ce que le
mot lignine soit de plus en plus fréquemment utilisé au pluriel lorsque structures
et fonctions de cette macromolécule exceptionnellement complexe deviendront
mieux connues.
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Dosage des polyosides .-.

eÈ dc
LEs parois végétalos sont constitué€s principâlsmont de poiyosidos et de

quantités plus ou moins importantes ds lignine et de protéin€s. Dans les fourraçs,
ellês représêntent une certaine importance comme sourcs d'énergie, principale-
mênt pour les ruminants qui gr6ce à la microflore de laur rumen ou d€ lour
caocum sont capables d'en digérâr un€ partie. llest à considérgr, toutefois,que la
lignins qui accompagns habituellem€nt l€s polyosides de structur€ diminus ds
façon notable la dig€stibilité de ces composés. Los polysaccharides sont des
polymères de monosaccharides reliés par dss liaisons glycosidiqu€s soit en chaînes
linéraires, soit en chalnes ( branché$ , : deux propriétés importantes des polyo-
sidss qui sont à la basâ des principales méthodês d'isolement, d'analys€s et d€
fractionn€m€nts sont l'hydrolyse par lss acides et la solubilité différsnti€lle.

La précipitation sélective par les alcools, l'hydroxyde de barym (Tim€ll,
1965) ou les détergents (Gramera et Whistler, 1963) ast sôuvent utilisée pour
séparer un type de polymèros d€ l'enssmble de la fraction polyosidique.

L€s polyosides de structur€ des parois végétales peuvent êtr6 divisés sn
trois groupes : la cellulose, lss polyosidês non c€llulosiquês ou hémicellulos€t
ot los sub3tances pectiques. Le tableau I présents quelquss propriétés générales
de ces substancas,

TABLEAU I

Propriétés des polyosides de strucalre das végétaux (gailêv , | 973)

Groupe Nâture
physiqu€

Fonction
générâle

Solubil ité

Substances
pêctiqu6s

Polyosides non
cellulosiques
(hémic€lluloses)

Cellulose

Amorphe

Cristall ine

Ciment
intsrcellulaire

Paroi cellulâire

F ibre
microfibri l les

Eau chaude
oxalate NHa chaud
ou EDTA

Eau (t ), alcali dilué
ou alcali-borate

Acide concentré

(l l Soulomoft apr& déli0niflcstion.
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Après un b'ref rappel de quelques propriétés de ces div€rs constituants,
nous préssnterons un certain nombre de méthodes de dosâges de ces compoés.

Lâ cellulose est l'éiâhent essentiel des parois cellulairos des végétaux supé-
rieurs où elle joue le rôle de substance de soutiên. Ells sâ rsncontro raremônt à
l'état pur mais s6 trouvE associée dans les tissus végétaux av€c dos substances
très diverses, les unes à peu près constantes, bien qu'sn quantités variables d'un
vé#tal à un âutre (lignine, hémicelluloses, glucosanes, pentosanes, matières
pectiques, matières minéral€s) lês autres occasionnelles (tanins, matières colo-
rantes, matières grasses, matières azotées divêrses), Certains de ces composés t€ls
les tanins, les matières grassas et les colorants psuvent 6trs facilàment éliminés
pardes solvants appropriés alors que la lignine et les pentosanes nécessiteht I'em-
ploi de réactifs plus énergiques. C€ci inclin€ à croire que ces derniers composés
sont chimiquemsnt lié3 à la cellulose. L6s cellulosês quo l'on extrait des végétaux
ne sont pas toutes chimiqusmsnt identiqu€s. En se basant sur la solubilité dans
la soude on distingue les û, les pet les lcellutoses. Ces distinctions sont d'ail leurs
conventionnelles, et ne correspondent pas à des ontités chimiques; seule l?
cellulose doit étre considérée comms d6 la calluloss purs (celluloss d€ coton, de
ramiel.

On réunit sous le t€rmo ( hémicslluloses D l€s composés glucidiques qus
l'on rêncontre associés à la cellulose dans la membrane v4étale. Ces substancgs
ont été longtemps considéré€t comme les précurseurs d€ la cellulosê. Los hémi-
cellulosâs peuvent étrê divisées en doux classes principalss : les pontosânss, cons-
titués de pentoses et les hexosânes non cellulosiques, La plupan.des pentosan€s
sont solubilisés dans les alcalis dilués (5 - 10 %) 3t lês hêxosanos à l'aide d'alcalis
plus concentrés 117 -24%l ou d'alcali-borat€ (24%-4%1. Le groupe des hémi-
cellulosas n'est pas homogène; on distingue une ( hémicellulose A ) qui précipitê
par acidificâtion de l'extrait alcalin du matériel végétal et une ( hémicellulose B r
qui précipite par addition d'alcool au filtrat provenant de la fraction ( d'hémi-
cellulose A ). A côté des pentosan€s {xylanes - arabanes) st des hexosanes
(mannanes, galactanes) on rencontre des pgtucanes constitués d'unités p O{lucose
tiées en p 1-3 et P 14. Côrtains composés végétaux renferment également des
méthylpentoses comme le rhamnose {feuilles) et le fucose (alguas}.

Lgg substancss pcctiques, qui sont un groupe de polyosidss amorphes, font
fonction de ciment-intracellulaire. Cas polymères mixtes d'os€s et d'acid€s uro-
niques sont plus ou moins facilement extraits du tissu végétal, en utilisant l'sau
chaude, lei acides dilués ou des solutions chaudes d'oxalatê d'ammonium ou de
ÊDTA {Bailey. 1973).

La lignine corespond à un group€ d€ substancesde haut poids moléculaire
de nature aromatiqus et qui reste mal connu, Elle incruste la cellulose et les hémi-
cellulosês de la paroi des cellules végétalos, elle est alors insoluble. Après dégra-
dation ménagée, ells p6ut 6tre dissoute dans de nombreux solvants organiqu€s; de
meme, ello psut être solubilisée dans l'eau mais saulsment sn milisu alcalin.
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I .  METHODES DE DOSAGE
DES CONSTITUANTS DES PAROIS

METHODES DE DOSAGE DE q L,TNSOLUBLE CÊLLULOSTOUE I.

La détermination quantitative de la cellulose dans un matériel végétal est
touiours délicate. Elle consiste à éliminer par un procédé chimique approprié les
substances qui accompagnent ou incrustent la cellulose. Les méthod€F proposées
tiennent compte de la résistance de la cellulose à l,action des agents oxyoants
modérés, des acides ou des bases dilués qui détruisent par contre plus ou moans
complètement les autres constituants de 18 membrans. parmi ceux-ct rerenons
les hémicelluloses, la lignine, les tanins, les matières pectiques, les gommcs et
mucilages. Selon le comité d,étude ( C€llutose, de la Commission française de
normôlisation internationale on entend conventionnellement par ( indice d,inso-
luble dit cellulosique , (csllulose brut€) la totalité des substances p€rdues lors de
l'incinération du résidu séché r€stant après traitement acidê et alcalin du produit.
ll exist€ de nombrguses méthodes de détêrmination de la cellulose; toutefois 16
choix du procédé à appliguer est conditionné pâr la nature du mâtériel étudié st
par le but poursuivi. Noux d istinguerons les méthodes gravimétriques et volumé-
lnques.

a) Méthodo3grâvildùiquos

1) Méthode Wænde (1809)"

Une d€s plus anciennes méthodes de dosage de ( l,insoluble cellulosique r
est sans contêste cslle mise au point par l,lnstitut Agronomique de Weende.par
définit ion et selon la norme ISO-AFNOR (NF V 03 O4O, 19771 t,insotubte dit
( csllulosique I correspond aux substancês perdues lors de I ' incinération du
produit résistant aux attaques successives âcide et alcaline.

Le schéma 1 résume le processus opératoire utilisé. Le produit broyé est
soumis à une aftaque par l 'acide sulfurigue 0,255 N à ébull it ion Dendant 30
minutes. La séparation du résidu peut s,effectuer par filtration sur toile de nylon,
sable de mer ou amiante du typ€ dit pour creus€t de Gooch. Le résidu esr ensutte
soumis à une attaque par la soude 0,313 N à ébullition pendant égatement 30
minutes. Après filtration, effectuée comme précddemment, le résidu sst lavé à
l'eau permutéô chaude. L'insolubl€ obtenu est séché à l3O 

oC, pesé, puis incinéré
à 550 0C.

C€tte méthods est applicable aux produits sgricol€s et alimentaires, mais
pas âu matériol dont la teneur sn cellulose est inférieure à I %. Le résidu obtsnu
dans ces conditions précises ne correspond pas à une cellulose pure, Selon Jon$,
1967, il peut contenir, associées à la cellulose, des quantités variables de oento-
sanos et de l ignine.
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Schéma I

Dosage de la cellulose
Oétermination de l '( indice d,insoluble cellulosique D

Méthode de l '  ( insoluble )ù dit cellulosique
Weende (1809)

produit Broyé (3 g)

I
V

{Délipidation)
I
I

Traitement par : - 200 ml H2SO4 0,25 N ébu ition,30 mn
- 200 ml NaOH 0,313 N ébu irion,30 mn

I
I
V

Filtration

I
t

Lariage (eau chaude)

I
I

Schage 100 oC t h

. l
t

lncinération 600 oC I h

Utililation3 : produits agricoles et alimentaires, correspond à la cellutose orure.
Méthode normalisée AFNOR NFV 03040.

2) Méthode Scharrer modifiée ft931)
Cette méthode, qui fait I'obiet de la norme AFNOR V 03-041 de février

1977, a été mise au point pour dos€r la cellulose dans les céréales et oroduits
céréaliers, ainsi que dans certains produits renfermant moins de 1 % d,insoluble
( cellulosique ), tels que les levures, qui sont exclus du domaine d,application de
la norme NF V 03040.

La prise d'essai, 1 à 3 g. (schéma 2) est soumise à un traitement oar un
mélangs d'acide acétique, nitrique et trichloracétique à ébull it ion p€ndant 30
minutes. Le résidu est séparé par filtration sous pression réduite sur un creus€r
filtrant et lav^é successivement par de l,eau bouillante et de l,ôcétone. ADrès
séchage à 130 -C, 

il est pesé avant d,être incinéré à 550 oC pendant 30 mrnutes.
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Schéma 2

Dosage de la csllulos€
Détermination de l '  r indice d,insoluble cellulosique ,

Méthode de l '  ( insoluble D dit cellulosique
Sharrer (1931)

Produit Broyé (1 - 3 g)

I
t

Traitemsnt Par : - acide acétique (j,07 g/m1,9@ ml),
- acide niùiqu€ (1,4 g/ml,0O ml),
- acid€ trichloracétiqu€

Ebull it ion 30 mn

I
I

Filtration
I
I

Lavag€ résidu (eau bouillants + acétone)

I
f

Séchage 130 oC t h
I
I

Incinération bso oC 30 mn

Util isations : céréales et produits céréaliers à faible teneur en cellulose.

Répétabil ité 5 %. Méthode normatisée AFNOR NFV 03041.

3) Méthode aux déErgents. Van Soest ( | 963 a . b)
De nombreux travaux ont été entrepris par Van Soest et ses collaDoraæurs

dans le but de mettre au point des méthodes de dosage dss composés hémicellu-
loses, cellulose, lignine qui donneraient d€s teneurs en ( fibre ) conrenônr te
moins d'azote possible. C'est ainsi que lss détergents anionique et cationrqus sn
mili€u tamponné ont été étudiés afin de trouver une combinaison qui permet-
trait l'obtention de résidus cellulosiques pauvres en azote. Dâns cet optique, oeux
détergents ont été retenus : 16 lauryl sulfate ds sodium en solution neutro ou légè-
r€ment alcâline et un composé ammonium quabrnaire. le bromure de cétyltri-
méthyl-ammonium en milieu sulfurique. C€s détergsnts entraînent la solubil isa-
tion des polyosides non cellulosiques, des protéines et des acides nucléiques. soit
au total environ 90 % de l'azote.
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Le procédé au déterg€nt acide (Acid D€tergent Fib€r) perm€t l'obtention
de la fraction la plus indigêstible, cellulose + lignine. Lo schéma 3 rend compte du
protocole opératoire utilisé. Si les conditions d€ préparation ds cet ADF restent
encore assez arbitraires, les résultats obtenus sont reproductibl€s. L'étude des
résidus ( lignocelluloses ) ainsi préparés ont montré que css fractions étaient
relativement pures et leur composition était sn bonne relation avec la digesti-
bilité des fourrages.

4) Méthodo à l'acide formique (Gui emet et Preceptis,'t942; Guillemet et
Jacquot, 19/K, follieL 197+1975)

L'acide formique concentré et chaud est un très bon solvant des protéines.
La fraction ( cellulose et lignine E reste pratiquem€nt inattaquée. Dans ce cas

Schéma 3

Dosage de la cellulose + lignine

Méthode au détergent acide
Van Soest (1963)

Produit broyé {1 g)

I
I

Trsitsment par solution de bromure de cétyltriméthylammo'nium
Ebullit ion t h

- l
t

Filtration
I
I

Lavage (eau bouillante, acétone)
I
I

Séchâge lOO oC,8 h"-) Cellulose + l ignine

I
I

Traitemsnt par H2SO4 72 % 3 h, 20-23 oc

I
Y

F iltration
I+

Lavage (eau chaude, acétone)

I
I

séchage loo oC

I
I
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là, également, les matières minérales sont déterminées par calcination (schéma 4).c-est une mérhode rapide, simpte à mottre en ;;;iil;;;ii,outeni, aesrésuttats très reproductibres. Ls seur point deticat, est ..nJ iui'lorr" ,. "toi,du procédé_ de firtration qui dépend de ra quantiti o,amioln luîateriet oosg.L€s verres frittés qui conviennent dans lo cas de ,uUrtr"t, p*ur", "n glucides d€réserve,.peuvent étre remplacés par un fittrs en feutr" de c;;;;;iVc 2 ooo (r),qui a.l 'avantage de ne pas se colmater en présence a" crài,iù, rmponanæsd'amidon,

Dans le tableau ll nous avons rassemblé des valeurs de lignocEllulosê obte-nues avec la méthode Van Soest au détergent acide {ADF) et a-vec llactOe tormi.que. compa.ées aux taux do cellulose We€nd€, ceci pour des tourteaux de colzaet de tournesol.

b) Méthodo volurnétrique (Van do K€mer 6t Van Ginkel, t9E2)

.. Ce procédé p€rmet de doser la câllulose dans les céréales et produits céréa-liers; elle est particulièrement bien adaptée pour. t", proJrit, 
-p"i- 

r'i"i", "n "",,u-rose, comm€ ra mie de pain par exsmpre. Le principe en est re suivant : re produit

Schéma 4

Dosage de la cellulose
Détermination de l, r indice d,insotuble c€llulosique D

Méthode de l, ( insoluble ), dit formioue
Guiltemet et préc-eptis (1942), To||ier (i974)

produit broyé (5 g)

I
Traitement par l,acide formique g0 %, ébull it ion. TS mn

I
I
I

Filtration

I
Lavage du résidu {eau OouittJnte + éthanol 95 % + éthsr}

I
i

Séchage 10O _ tos oC

I
I

Incinération 5S0 oC, 4 h (_+ cendresl

Utilisations 
_: 

produits c{réaliers, correspond à la Cellulose + la lignine. Méthoderapide. Répétabitité 4 %.

(l ) RVC 2 OOO de Carbone Lorrôino, 4.1, ru6 Jêan Jsurès, G6nn.vi iors.
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TABLEAU II
Comparaimn des valeurc da lignocettuloæ obtenues par différênAs méthodes

(To ier, 1976)

Détargênts
aciclaa
Vân Soast C+L

Insolublo
formique

( Calluloso )
wo€nda

( Lignin€ D
Van Soest

26,4 28,3

22,5

38,8 18F

1 1 4

7,2

19,4

11  , 7

7,2

't  9,1

12 ,3

7,4

208

13,8

21,9 22,O

20,2

131

9,0

218

n,1

13 ,1

8,7

finement broyé est traité par un mélange d,acide acétiqus, nitrique et trichlorâcé-
tique, dont les proportions sont voisines du réactif de Scharrer, i€ndant 30 minu-
tes à ébull it ion dans un flacon à acétylation (fig. l ).

Après refroidissement la cellulose restée insoluble est séparée pâr filtration
sur verre fritté et lavée à l,eau chaude (schéma S). La deuxième étape du dosage
peut s'effectuer :
- soit par gravimétrie, en pesant simpleÉent le résidu sec:
- soit par titrimétrie. Pour ce faire la cellulos€ filtrée et lavée est solubilisée sur
le v€rrê fritté par de l,acide sulfurique concentré, et la solution oDtenuo est
recueillie dans un volume connu de bichromate de potassium, Après oxydation
complète la quantité d€ bichromate utilisé est déterminée par un dosage en retour
à l 'aide du thiosulfate de sodium en présence d,empois d,amidon, Seion la quan-
tité de cellulose présente dans le produit à doser, la solution de bichromate
util isée est 0.2 ou 1,2 N.

Lo tablêau ll l  est relatif à la comparaison entre les valeurs de cellulose obte-
nues par la méthode Van de Kamer, le dosôgs finât se faisant par gravimétrie oupar titrimétrie. La méthode titrimétrique prés€nte l,avantage d,êtrà plus sensible
puisque l'on peut doser jusqu,à 0,3 % de cellulos€. De plus, la reprod;ct,bitiré est
bonne et la rapidité satisfaisante; selon les auteurs 16 à 20 déterminations peuvent
être effectuées par iour.

METHODES DE DOSAGES DES POLYOSIDES NON CELLULOSIOUES

.,_-. ll.nl"ri*"..0"s ^de méthode spécifique permsttant ds doser l,ens€mbts des
::T:il1-'-9:-r 

van.So6st et Wine, 1967 ont mis au point un procédé rapide deoerermtnatton de l,ensemble des conitituants membranaires hémicelluloses_
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TABLEAU I I I
Companison entre méthodes gravimétrique et tiÛimétrioue

(J.H. Van De Kamer and L. Van Ginkel, 1952)

Fig. , - Appar.iltâfle d. digostion  

 

) or d. filtrstion fl l ) utili!é dans lg doiâ€6 da ta cellulo!€lolon Van Dg Kâmer, l9S2.
_l : A - Fiola à acétyletion surûont& d,un condon.our à air.
ll : A- Plaqua do verro.

B - Fiolo d'ortonmovor d. .lOO lnt.
C- Fiolo à vide do 5OO ml, sans fono.
D - Entonnoir à plâquo filtrsnto dr poroaitô no 3 st dê diamètra 65 mm.

164

Farine de blé |
t l
 l
I V
V

Blé entier
Son de blé
Rsmoulages

30
30
1 0
1 5
1 0
1 0
3

o,20
o,27
0,56
0,58
0,78
2,O2
9,40
7 ,90

5

t t

0,5
1
I

o,20
o,27
0,56 .
0,60
0,76
1,93
9,50
7,AO
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Schéma 5

Dosag€ d€ la cellutosê

Méthod€ volumétrique
Van de Kamer et Van Ginkel (1952)

produit broyé

I
i

Traitsment par : - acids acétique (70 %. j 750 cm3)
- acid€ nitrique (65 %, d. , l,4, 124 cm3)
- acide trichloracétique 50 g

I
V

Ebullition 30 mn

I
I

Fittratiori - Lavâge

I
t

Solubilisation dans lil2SOa + Bichromate de K O,Z N

I
I

Titration par thiosulfats 0,1 N

Utilisaûionr : produits céréâliers.

cellulose, ligninê, par l,utilisation d,un détergent, le lauryl sulfatê de sodium €nmilieu neutre. En défalqusnt les valeurc de lilnocellulose obtanr", ""* r" ogt"r.gent acide.(ADF), it est ainsi possible de caiculer les qusntités ;,hlmicê utosâspréssrtes dâns le matériel végétal étudié. Dans le cas Oes atiments pour anrmaux
les résultats obt€nus par ces méthodes sont en bon accord avec ceux résurtant
d'un traitement enzymâtique par un mélangê d?€mylase et ae pefsine, r-es pen-
tosanes, représ€ntent la fraction ( d,hémiceltuloses I qui conduit, par hydrolyso
totale, au xylos€ et arabinose. Les méthod$ de dosage projâ&a, por, "",
substances reposent sur le principo suivant : hydrolyd prËalaLle en pentoses
suivie de leur transformation en furfural sous t.iniluenée de t,aciae c ornyOrique
à châud. Lo furfural libéré peut être doé par différ€nÈs tschniques (scngma 6) :
- distillation du furfursl et colorimétrie à l,aoétâte d,aniline (Duffau, 1946;
Cerning. 1973);
- gravimétrie apràs formation d,un complexe insoluble, soit avec l,acide thiobar-
biturique soit avêc lephloroglucird (AACC, ,|945; Brunel, 19bO);- titrimétrie après oxydation en acide pyromucique (Brunel, .iôSO;eOec,t gOZ).

La plupart de ces méthodes sont applicables aux céréales et graines, mais de
nombreuses substances interférent; seule la méthode colorimétrique à l,acétate
d?niline peut être considérée comme spécifique.

:
:

:

=
:
=
=
=

=
:
=
3
I

3
I
3
=
l

=
=

I
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Schéma 6

Dosage des pentosanes

Matériel végétal

I
V

Broyage

I
I

Hydrotyse (HCt 4,25 N à chaud)

{
Entrâlnement à la vepeur

(Duffau, 1946;
C€rning, 1973)

Compl€xe furfural-âcé- .
tât€ d'anil ine

Colorimétrie, 530 nm

Complexs insoluble

- Acide thiobarbiturique
- Phloroglucinol

(Brunel, 1950)

Dosage gravimétrique

Oxydation (BrO3 K)

acide pyromucique

Dosagri iodométrique

- Spécifique (concen-
tration en hexosss <
400 x conc€ntration
en pentosês; concen-
tration en acides uro,
niques < 10 %)

- Reproductibil i té 2 %
- Applications : céréâlss

et produits céréâliers

- Non spécifique (int€r.
férences entre HMF.
méthyl-pentosanês et
tanins dans le cas de
la méthode au phtoro-
glucinol)

- Applications : céréales
et graines, méthode
officielle AOAC, 1945
{phloroglucinot}

- Non spécifique (interfé.
férences entre HMF et
méthyl-pentosanes)

- Applications : analyses
de séri€ méthode offi-
cielle AACC, 1962

METHODES DE DOSAGE DES SUBSTANCES PECTIOUES

L'extraction des pectines s'effectue à partir d,un matériel finement broyé
sn milieu aqueux ou faiblement acide ou encore en utilisant des agen$ com.plexants, tels I 'EDTA ou I 'oxalate de sodium. Après une purif ication par préci_
pitation alcooliqu€ ou pâssage sur résine anionique, slles sont dosées pa, différen-
tes techniques qui peuvent être divisées en 3 groupes principaux :
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TABLEAU IV
DéErmination de la teneur en æide polygalâcturonique

167

Principc Modoopératoire

Saponificâtion par NaOH t0 % 6r
précipitation par HCt = 5N â l,ébot-
lition pondant 5 minutei d€ l.acid6
poctiquô. Filtrêr, S5ch6r, pes€r, calclner.
RaDeser.

I nt6rféroncg5
dos matériaux
.olubilis6, non
spécifiquos.

Wichmenn,
Oenel, 1950

Tanôrr on
pactate d€
Cs

Saponificstion par NaOH. précipitation
du poctôt€ d9 Na solubla en p€ctatq dl€
C€ par Cl2Ca en miliêu aétique. Rés!l-
tat sxprirné gn p. 'l OO p€ctât9 do la orilo
d'osiai ou on acid6 polygslâcturoniquo
(Ac. Pgal.).

Nitco$ité d'una
puritic€tion
préalable câr in-
tgrfércnco dos
oxôla1oc ot
polyuronides.
Méthodo co!-
rânto.

D6uol, 195O
Do€rburg, 1965

Décarboxylation des acide6 uroniouôa
sout l'action d'HCl à 12 % à l,ébutti-
tion. Absorplion qurntitstiv€ du CO,
libÉré sur KOH à 50 % ou amiânre 

-

iodéô d6ns tub€ taré,

Non r!Écifiquo
do I'ecidg gslac.
luronique.

L6fèvre et
Toll.ns, 19O7
D.uol, l95O

- détermination de la teneur €n acide polygalacturonique; ce sont généralem€nt
des méthodes gravimétriques qui sont basées, soit sur dss réactions de saponifi-
cation suivies de précipitation, soit sur des réactions de décarboxylation (ta-
blosu lV);
- détermination des uronides par des méthodâs colorimétriquos dont le principe
Bpose sur la réaction des dérivés furfuriques obtenus par l,action, à chaud, d,un
acide concenùé avec divers composés aromatiquss. parmi les réactifs utilisés :
mthrone (H€lbert et Brown, 1959), orcinol (Khym et Doherty, 19S2) naphtoré.
torcinol (Rahmân et Joslyn, 1953) ctst le carbazol €n milieu sulfuriqus {Disch,
1947; Mccomb, Mccready, 1952; Thibault, Robin. t97S) qui reste le ptus usité.
ll est à préciser que lss oses nêutres intsrfèrent lorsqu,ils sont prés€nts en ouantité
importante. Blumenkrantz et Asboe-Hansen (1973) uti l isent le métahydroxy-
diphényl ou métaphenylphenol qui présente l,avantage ds ne pâs réagir avec les
hêxoses;
- détermination de la teneur en groupements méthoxyles {-OCH: I ou carboxyles
libres (COOH) par colorimétrie ou complexation ou tout simplement par titr i-
métrie,
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Produits analysés
Méthods au o3c-
tatê d€ calcium

Méthode de
décârboxylation

Méthode au
carbazole

Pectines citron I

Psctines citron ll

Cassis

Groseille

Pâtate douce

Tomate

76.8

75,4

4,2

5,8

2,4

4,O

73,4

755

3,6

3,8

1 1 p

91,2
83,8

3,8

3,1

10,1

2,9

168 U. Th. îOLLIE8, A,M. RIAUET

TABLEAU V
DéErmination dês pectines da divers produits par 3 méthodes

(Ahmed E. et scott L.E,. 1958)
Résultats exprimés €n %

Dans 16 tabl€au V nous avons rass€mblé lss valeurs de détermination dss
pectinas selon différents procédés (Ahmed et Scott, 1958).

METHODES DE DOSAGES DE LA LIGNINE

La détermination de la lignins reste très arbitraire. La plupart des méthodes
courâmment êmployées sont entachéss d'errsurs; les valeurs obt€nues corrêspon-
dont soit à uno partie de la lignine totale. soit à un ensêmble composé de lignine
et de substances glucidiques ou protéiqu€s fortement liées à la fibro.

L€ princips de dosage do ce constituant reposs sur deux de ses caractéris-
tiqu$ : son inslubilité en milieu sulfurique concontré qui est lâ bâs€ dss métho-
des gravimétriques et sa solubilité dans le b'romurs d'aétyle en milieu acétique,
qui a permis ds mettre au point des méthod€s sp€ctrophotométriquss.

a) OotâgB d. lâ ligniæ intolublo ( !€lon Klalon I

La technique de Klason, 1908, qui représ€nt€ quelque peu lâ méthode de
référence, préconis€ l'ulilisation de l'acide sulfurique à 72 %; cettê solution dis-
sout toutes les substances glucidiques et protéiques laissant un résidu correspon-
dant à la l ignins bruts.

D'autres procédés rsposant sur 16 mêmo princip€ ont été d€puis utilisés
assez larg€mênt dans l'étude des fourrages, ll s'âgit dâns un premier tomps d€
préparer la lignocellulose selon la méthod€ de Van Soest, 19æ, au dét€rg6nt
acide. A partir du résidu ADF plusieurs possibil i tés d'estimation de la l ignine
peuvent être retenu€s :
- solubil isation ds la collulose par HzSOa 72 %, laissant la l ignine insoluble
{Van Soest, 1963);LES  POLYMERES  VEGETAUX  Vol. 2 - part 1
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- oxydâtion et solubilisation de la lignine par le permanganate d6 potassium
{Van Soêst, 1968};
- solubil isation de la l ignine pâr du triéthylànê gtycot-HCt (Edwards, 1973).

Un autrs moyen de dossr la lignino par spectrophotométrie a été mis au
point par Johnson et coll., 1961. Le principe résid6 sur lâ solubil isation do la
lignine dans un mélangp de bromure d'acétyls et d'acidê aétique, l,absorption
de ls solution obtenue est mezuée à 280 nm. Cette méthode a été modifiée par
d'autres auteurs en fonction du matériel à étudi€r (Marton, 1967; Morrisson,
1972t.

bl Do3e0. d. l. ligninc lolubilid€ r su bromur. d'aétyb r (11

C6tte méthode sst applicabl€ à des prises d'essai d'une dizaine de milli-
grammes soit d€s quantités de lignine de quolques milligrammos. Elle prés€ntê,
par rapport à la méthode selon Klason, lg doubl€ avantag€ d'ôtre une micro.
méthod€ et de p€rm€ttre le dosage de la ( lignins soluble dans les acides ). Cettg
fraction de la lignine totâle, n'sst pas précipités ên milieu sulfurique vraisêm-
blablement à cause de sa composition chimiqus, de son faible degré do polymé-
risation, de sês liaisons avec les polyosides.

L'élimination complète dG9 polyphénols autros qu€ l€s lignines, la solubi.
lisation totale de l'échantillon et le choix d'une lignine de référenc€ constituent
les trois points délicaa du dos€g€.

L?limination des polyphénols êst parfois difficils, por exempl6 dans ls
cas des tanins souvsnt fortement r liés r aux parois cellulairos. L'€xtraction
peut etre améliorée d'uno part. sn diminuânt la granulométrie de l'échantillon,
pâr broyâg€ dans l'azote liquide par âxempl6, et d'autre part, grâce à une pré-
extraction à températur€ ambiant8- par de la soud€ normals sous azote pendant
une hsure. Cs traitsmGnt qui ne éduit pas de façon significativô lô tenêur an
lignine p€rmet à la fois l'extraction des polyphénols et améliore lâ roproducti.
bilité des dosâgss.

La solubilité des échantillons dans le réactif, bromure d'aétyl€ à 25 % €n
volume dans l'acide acétique, est un factêur important de la r8productibilité.
Solubilité, €t donc reproductibilité, dépendent beaucoup de la granulométri€
des microéchantillons et de la qualité du réâctif : { fraîcheur r liée très vrai-
sêmblablement à la teneur en eau. L'amélioration de la reproductibilité, après
traitement alcalin des échantillons, est c€rtainement due au gonfloment dss parois
qui entrâ?na une meilleure solubil isation.

L'étalonnage du dosag€, enfin, peut 6tr€ fôit soit pâr référancs à la teneur
en lignins selon Klason soit par rapport à une lignine étâlon. Oâns c6 dernier cas,
il €st commode d'utilis€r d6s { lignings âu dioxane | (voir Monties, cet ouvrage}
qui sont fâcilos à préparer et contiennent des quantités négligeables d,oses hydro-
lysables. Dans ces conditions les gammes étalon sont linéraires, au moins entre I et
25 mg d€ lignine, et sont très reproductibles. Les quantités de lignine estimées
s€lon ce protocols sont parfois très significativement supérieures à celles trouvées
par lê dosage selon Klason. L'origine de css différ€nces est inexpliquée pour le
moment,

(l) D'aprà. Monti6. 1979, résultsts non publi& (@mmunication p..ronn€ll€,.
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I I .  FRACTIONNEMENT DES POLYOSIDES
DE LA PAROI VEGETALE

Après avoir présenté un certain nombre de méthodes p€rmettant le dosage
des fractions hémicellulosss, cellulose, lignin€, nous allons mâintenant examiner
quelqu€s possibilités de fractionn€mont des polyosides de structurê. Ce procédé
d'étude âppons des renseignements tant sur le plan quantitatif que sur le plan
qualitatif. En précisant la nature et l'importance des unités constitirtives de ces
fractions. ces méthodes psuvent aboutir à uns mêilleure connaissance d€ la
comDosition de ces substances.

METHODE DE FRACTIONNEMENT SELON JARRIGE.  196I

C€tte méthods permet dê détErminer successivement, sur un même échan-
tillon, les quatre principaux groupes de constituants glucidiques (schéma 7).
Celui{i est tout d'abord traité à l'Eau tiède puis par un mélange dcod-benzène
de façon à €xtraire la totalité des glucides cytoplasmiquos, lss lipidês ot une
fraction imponante de matières azotèes. Le résidu membranairê ainsi obtenu
renfermg l'ensemble des polyosidss de structure et la ligninq, ll est alors soumis
à l 'action d€ l 'acide sulfurique environ 1,8 N pendant 3 heures sous reflux, de
façon à hydrolysêr la plupart d6s hémicolluloses sans toutefois attaquer la fraction
lignocellulose. Cette dernière e6t traitée par de l'acide sulfurique environ 27 N
à tsmpérature ambianæ pendant 4 heures, puis aprôs dilution de l'acide elle
est maintenue à ébullition pendânt 3 heures. La fraction r€stantê corrsspond à la
lignine brute. Une détsrmination du pouvoir réduct€ur (Nelson et Somoggi, 1952)
permet dans un prsmier t€mps d'avoir une idée de la quantité globale des substan-
ces libérées dans les deux hydrolyssts. Les oses constitutifs sont ensuite dosés
après éparation par chromatographie sur papier (Jsrmyn st lsherwood, 1949).

MÊTHODE DE FRACTIONNEMENT SELON SALO, 1965

Le princips de ce fractionnoment, très voisin do cslui de Jarrigê, est basé
sur les hydrolyses acides progressives. A noter una légère différenc€ sntre ces 2
méthodes; c€lle{i réside dâns lo choix de l'acide destiné à hydrolyser la fraction
hémicelluloses. Lors du fractionnement selon Salo, l€ résidu membranaire. obtehu
après extraction à chaud des oses et oligosides de faibles poids moléculaire par
l'éthanol 80 o, est soumis à l'action de l'acide chlorhydrique 0,7 N pendant 5
heures à 96 oC (schéma 8).

La méthodologi€ d'isolement des fractions cellulose et lignine reste iden-
tique à cêlle préconisée par Jarrige.

A partir des extraits chlorhydriques êt sulfuriques neutralisés sont réalisées
les détêrminations des substances réductrices {Nelson, 1944) des générateurs ds
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Dosage des polyotides

Schéma z
Schéma de fractionnement seton Jarrige (1961)

Fourrage

I

Extrait alueux

Glucides cytoplasmiques

Hémicellulos€s :pouvoir réducteur x O,g

Résidu pesé : membranaire

Résidu pesé : Lignocellulose

Hexosanes 5 % 
|

Xylan€s 5 % I

nrauanes s x I
Azote

après séparation
chromatographique

Cellulose : pouvoir réducteur x 0.9 I
Lignine bruteXyfanes 72% I

I
Glucosanes 72 % !

Azote

après séparation
chromatographique

H2SO4 5 %

LES  POLYMERES  VEGETAUX  Vol. 2 - part 1

118/529



t 72 n. rh. ToLL|EB; A.M. RnUeT

Schéma I
Schéma de fractionnement {Salo, 1g65)

furfunl (Duffau, 1946; Cernino er.,Gu.ilbotr 1973), du glucos€ (Lloyd ât Whelan,1969) er des acides uroniquei (Dische, 1947; ù"C"ilU "i-ùérl"ov, rgSZt.

I
H2SO4 ?6 N

5 h à 2000c

I

.,,"*îî:''"

,n*,.?,,?f,T"offiiï:i' 
- Fffil_-oosas€ de ra ( ce,urose '

E"tr""tioln à "t "uo
par t,éthenot g0 à ̂ " 90 oC

-4\
rresrou Soluble

HCI 0,7 N

5 h à 1 0 0 0 c

. Pouvoi. réduct€ur

. Glucose

. Chromatographie sur couche mince

' Pouvoir réducteur

. Pentoses

. Glucose

. Acides uroniques

. Chromatographie sur couchs mince

. Glucides (anthrone H2SOa)

' Chromâtogrâph ie quantitative

cotonne et sur couche mince.
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Dotato des polyosides

METHODE DE FRACTIONNEMENT SELON BAILEY. 1966

Lâ caractdristique €ssentiells de ce fractionnem€nt est l'isolement des
substancar p€ctiquss par l'oxalate d'ammonium à châud avant l'hydrolys€ des
hémicelluloses par l'acide sulfurique N (schéma 9). Le protocole opératoire est
6n$its sensiblement équivalent à celui dê Jarrig€ st de Salo, ll fsut toutefois
noter qus les tsmps d'hydrolyse sont plus courls.

Schéma 9

Fractionnement des glucid6s dans lês fourrages, Bailey (1966)

Ebull it ion dans H2O pendant 1 0  m n

Sucres solulles dans H2O
Résidu

Reflux 2 h dans l 'oxalate
d'ammonium à chaud (85 oC)

Reflux 2 h dans H2SOa N

Hémicelluloss

H|SO4, 72 % 4 h à température ambiante
puis reflux pendant 2 h

173

I t"*"-,1
Ethanol 80 %.]f,faud (90 oc)

I-
Reliau c"-l'tulon

Calcination

I
I

Lignine brut€
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ll existe encore d'autres processus de fractionnement des polvosides de
structure. lls diffèr€nt surtout les uns des autres par le choix du réactif utilisé
pour l'extraction de l'hydrolys€ des hémicellulos€s et matières pectiques

coNcLUStON

Les polyosides de structure représentent ung fraction très importante des
végétaux, Une meilleure connaissônc€ de leur évaluation quantitativg et de leur
constitution on monomàres ne peut avoir qu6 des répercussions très intéressantss
au niveau de la nutrit ion animale.

LES  POLYMERES  VEGETAUX  Vol. 2 - part 1

121/529



-

Dotage det polyosides
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Les tanins des végétaur

Les tanins naturels sont par définition d6s substances polyphénoliqu€s
végétalss qui préssntant lâ propriété de s'âssocisr et de s€ combiner avsc les
protéines ainsi qu'avec certains polyols. Ce comport6mônt est à la bas€ des pro-
priétés tannan@s qu'ils exercent sur le collagène de la p€au des animaux, au cours
de sa transformation en cuir. De méme la précipitation des protéines salivairss
et des glycoprotéines buccalês permet d'expliquer la physiologi€ de l'action
astringente dss tissus végétaux avant maturité. C'est pourquoi, 16 test le plus
courant pour la recherche des tanins est b8sé sur la précipitation d'une solution
aqueusg de gélatine à 0,5 %. Ces propriétés tannantes sont directsm€nt rsspon-
sables de l'inhibilion dss enzymes et de l'influence néfaste qu'exercent les tanins
sur les processus digestifs des animaux.

Les solutions de tanins sont connues aussi pour précipiter les alcaloides
{sulfat6 d9 cinchonine) pour complex€r les ions de métaux lourds et pour ré-
duire le KMnOa. Ajoutons que, comme beôucoup de coJnposés phénoliques
simples, les tanins forment dss chélates bleu-violacé avec le FeCl3, réaction qui
a été utilisée pendant des siècles pour la préparation des encres ( ferrogalliquss ).

Lss propriétés tânnantes concernant plus particulièrement un snsemblg
de subctances polyphénoliques d'origine végétale dont les massss moléculaires sont
comprises entre 500 et 3 000, quô l'on pêut classer d'emblés en dsux catégories i
les tanins hydrolysables ou gallotanins et les tanins conden!és ou tanins caté-
chioues.

La plupart d$ structures chimiques de ces substances naturelles, connues
depuis peu de tsmps, ont fait l'objet de travaux remarquabl€s où se sont illustrés
notamment de nombréux cherchEurs des écoles de Heidelberg avec Frgudgnberg
et Weinges, en Allomagne, et de Sheffield avec Haslam en Angleterre. C'est grâce
au oerfectionnement des méthodes d'isolement et de fractionnement ainsi qu'aux
renseignements apportés par les techniques modernes d'analyse structurale
(lR; lH, l3C RMN) qus des progrès décisifsontpu étre accomplis qui ont permis
de Dréciser la structure d'un certain nombre ds tanins.

I .  TANINS HYDROLYSABLES

Tandis que los tanins condensés sont présênts dans lâ plupart des plantes
vasculairet les gallotanins sont rencontrés dans les dicotylédones et uniquêment
dans certains ordres (Bate-Smith, 1978).
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Lo6 tanins des Égétaux

L'hydrolys€ de cas substancas en milieu âcide fournit soit du glucose soit
un dérivé polyalcoolique (acide quinique, galitol) à côté de l 'acide gall ique ou ds
dérivés tels que les acides ellagique (l l l), chébulique (lV), déhydrodigall ique (Vl
valoniquo (Vl) {f ig. 1}.

L'hydrolys€ peut étre avantagous€ment gftôctuée par vois enzymatiqus à
l'aide d'hydrolases fongiques tellss quô la tannas€ d'4. nigor. Cstte préparation
enzymatique que l'on sait purifier, incorpore dôux types d'activités estérasiques ;
une activité estérasique vraie et un6 activité depsidasique que l'on peut fractionner
par chromatographie sur gel.

Les gallotanins peuvent donc étr€ considérés comm€ dês poly€stÊrs galloylés
du glucoso quê l'on classâ à l'heur6 actusllo en dêux catégori€s :
- les gallotanins qui libèrent par hydrolys€ l'acids galliqus (l) et s€s dérivés
galloylés (depsides),
- les ellagitanins qui l ibèrent par hydrolys d€ l 'acide qall iquê (l) st qu'accom-
pagnent des acides tels que l 'acide ellagique {l l l}, l 'acide chébulique (lV), l 'acide
valonique (Vl), etc...
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H OO H
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Flt t - Acidas phénoliquo3 caractéristiqu€s d6s lanins gâlliquss st ollegiques.

( l l  Acid. gôl l iqu.
( l l l  Acidehexahydroxydiphéniquo
{l l l l  Acido ol lagiqu.

llVl Acide chébuliqu€
(V) Acide ddhydrodigallique
(Vl) Acid. valoniquo
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LES GALLOTANINS

. Bien que les ollagitanins soient rsprésentatifs des tanins hydrotysabl€s lesplus,répandus, r€s ga otanins n'en sont pas moins intéressants pour teur intérdtà la fois commercial et historiquo.
Des espèces ds Rhus appôrtenant à lâ famille des Anacardiacae sont rasource des gallotanins les mieux _connus : gallotanins d€ Chinê (Vll) (galles otfsuiffes de Rhus æmiatatal et de Sumach (ill) (fsuillss de Rhis co)iarial tandisque du bois de Ouercus infectorra on extrait le galotanin a. iurqui" {V ). (fig.

2), A noter aussi que la famill€ des Coriariacae àsemUfe pfusieuilspcces richesà la fois en tanins gâlliques et ellagiqu€s.

^. . L'hydrolys€ acide dos gallotanins d€ Chine €t d€ Sumach (Vll, n : O, 1 et2) ainsi que de Turquie (Vll, n :0, 1 et 2 avec tes positions d Li i ou gru"or"
diversoment substitué€s) (fig. 2) libère du glucosa et de l,acide tattique oan, t"proportion 1/5 à l/8. Ces $ructures ont été confirmées à la fois pai Jss méthodeschimiques €t spectrophotométriques de lH RMN des motgluti permetnytges.
Par. méthytation spécifique au diazométhane aes Off pfrgnofiquiJ tiOre, pui,
hydr:rlys€ 6n milieu acide il y a formation simultanérient dgs'aciOes g, 4, btri 0 méthylgalliqus .t 3, 4 di O méthylgallique. D,autr€ part, les iiaisons oepsidiqugs_caractéristiqugs d€s'gtoupemgnts galloyl galliquôs sont facilemenr rompuespar mdthanolyso ménagéo à chaud st à pr o.ô tanais qus res fon;tions €st€rsattenantes au glucose sont conservées dans cos conditions.

Dê tslles structurês admettsnt plusi€urs isomèrss d,où la complexité desmélông€s €t la nécessité pour isoler des composés purs do faire appel âux méthodgs
chromatographiques et urtériôurêment à ra l H RMN pour ta diiermination de raconfigoration des molécul€s. Aioutons que lê glucos€, bien qu€ le plus fréquent,p€ut étre remplacé par d'autrês polyols; il exists en effet dans les gousses d,unefégumineuse d'Amérique du Sud lCaesatpinia s|,hosa) un gallotani-n connu sorlsl€.nom de Tanin d€ Tara (fig. 2) formé d,un mélangE d,-esters tttra et pena.
gôlloylés do t'acido quinique dâns lequel t,OH. en poiition 3, est estérifié, soitpar un résidu m.diga oyl€, soit par un résidu m.trigaltoyte (lX) ifig. 2).

Dê m6me ls gallotanin contgnu dans les fâuilles d,Acer ginnale (Erable ds
Corée) plus connu sous 16 nom de Tanin d,Acer libère par h-ydrolyse acide dugalitol {anhydro D glucitol) (X} et de t,acide ga ique (t} itig. Zi t*ài, qu" r.hy-drofyse du tanin des écorces d'Hamamétis virginica produit in ose, l,hamamélose
o! 2c-(hydroxyméthyt) D riboss ainsi que dà t,acide ga ique (t) (f;g. 2). Ce cons-tituant do l'hamamélitanin serait te 2r , E diqElloyl-tramamàtose (Xli.

LES ELLAGITANINS

Ces tanins sont très répandus dans les dicotylédonss ligneusâs où te plus
souvent ils accompagnent les gallotanins, d,autre pârt c€rtainesispeces ae falrlan-
tâus {Molianthaca€) très riches sn ellagitanins présentônt la pa;icutarité d.êtrepratiquem€nt dépourvues ds proanthocyanidines (Bate-Smithj. On renconre res
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ellagitanins dans les fruits et dans certâins bois de plantos telles que Terminatia
chebula (Myrobalars,/ les cupulos de Quercus valonea, les gousses de Caeælpinia
coriaria lDividiuil, les gousses de Caeslpinia brevifolia l,Algarobilla), le bois de
cceur de Schlnopsrb balansae (Auebracho),

ll s'agit des plus connus. toutefois, grâce à la éparation à contre{ouranr,
à la chromatographie liquidê ainsi qu'aux méthodes d'analyse structurale moder-
nes, ls liste des végétaux contenant dss ellagitanins s'est considérâblement accrue
en même temps qu'unê meilleure connaissance de leurs structures. Ajoutons que
la recherche qualitativs de ces tanins dans les végétaux est fscilitées à l,heure
actuelle par le test à l 'acide nitreux de Bate-Smith (1956).

Les tanins ellagiques peuvent étre considérés comme des esters du glucoss
et de l'acide hexahydroxydiphénique (ll) qui est souvent accompagné dd s€s
dérivés biogénétiques tels que les acides chébulique {lV}, déhydrohexahydroxy-
diphénique, déhydrodigall iqu. (V), valonique (dilactone) {Vl}. A noter que t 'acide
êllagique (l l l) lui-mém6 qui peut étre considéré comme un anofact. provient d,une
lactonisation de l'acide hexahydroxydiphénique dirâctoment lié par deux fonc-
tions esters à la molécule de glucose, au moment de l'hydrolys€ du tanin

L'utilisation de la chromatographio sur papier. sur colonnes de cellulosê,
sur gels de dextranes {Sephadex) associée à la lyophilisation des éluats, facilite à
l'heure sctuelle l'obtentioD de produits purifiés dont la structure a pu être abordée
par des méthodes non destructives (lR, I H et I 3C RMN).

Pour illustrer la démarche retenue pour t'établissemeht de la structure,
nous avons choisi trois tanins différents, la corilagine, la pédunculagino, l,acide
chébulagique et les tanins contenus dans le fruit du grenadier.

1) Corilagine

La corilagine est un tanin cristall isé qui a été isolé init ialement des fruits
de Divi-divi et de Myrobalans ot qus l'on a trouvé plus récemment dans ls bois
d'Eucalyptus delegatersl3 (Seikel et Hillis (1970).

L'hydrolyse En milieu acide par H2SO41N p€ndant 5"30 mn fournit un
mélango équimoléculaire d'acide gall ique (l) (5 mn), d'acide (+ ) 3€ hsxahydro-
xydiphényl glucose (HHDP glucose (8H) et d'acide ellagique (l l l).

L'hydrolyse ménagée dans l 'eau chaude (0.7 à f0H) tibère (l) (0.7H) du 36
HHDP glucos€ ainsi que {l l l) (3H), ce qui tend à montror que le groupement
galloyle est rattaché à l 'OH anomérique tandis que l 'acids hexahydroxydiphé-
nique (l l) estérif ie les positions 3 et 6 de la molécule de glucos€.

Bien gue les spectres de I H RMN soient très utiles pour confirmer la posi-
tion des différents éléments de la structurs dê la molécule ils ne permett€nt pas
à eux seuls d'apporter une réponse absolue. En effet, la corrélation entre les
déplacemen$ chimiques 6 associés aux protons ôromatiques du groupement
HHDP avec les positions des hydroxyles estérifiés de la molécule de glucose,
telle qu'elle a été établie par Haslam (1967) pour les gallotanins, n'est pas tou-
jours facile. Néanmoins, on sait qu€ les ô des protons dss groupements HIIDP
qui pontent deux OH du glucose se manifestent toujours pour des intensités de
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champ plus faibles que pour les protons des groupements galloyles. Chez les
ellagitanins des interactions rendent l'identification des protons du glucose diffi-
cile, toutefois, la comparaison des constantes de couplage en relation avec la
conformation du cycle pyranosique (Bl, 83, rC, Cr...) a largement contribué à
l'interprétation des spectres dans cette région; encore faut-it être très prudent
sur les modifications de conformâtion quo p€uvent ontraîner les solvants utilisés.

Oans ces conditions, on p€ut affecter à la corilagine la structure 3, 6 {+ )
HHDP 1 galloyl glucose, la moléculê de glucose ayant la conformation 83 (Xlla)
ou lC (Xf fb) (fig. 3). Ajoutons que dâns l€ péricarpe do la noix de Juglans rcgia
existe un isomère de la corilagine, la juglanine qui n'en diffère quê par la èonfi-
guration (-) de l 'acide hexahydroxydiphénique (l l).

2) Pédunculagine

Du bois d'Eucalyptus delegatensis a été isolée la pédunculagins formée
d'une molécule de glucose de conformation Bl estérif iée par deux molécules
d'acide hexahydroxydiphénique rartachées aux positions 2,3 et 1,6 du glucose
ce qui confère à ce tanin la structure 1,6 - 2,3 di HHDP glucose (Xll l) (Fig.3).
(Se ike l  e t  H i l l i s ,  197O) .

3) Acide chébulagique
Les tanins des fruits de Terminalia chebula (Myrobalans,i sont formés d,un

mélange d'acides chébulinique et chébutagique {XlV) (f ig. 3) qui ont été isolés
sous forme cristall isée. La structure du s€cond {XlV} fait apparaître, aucoursde
l'hydrolys€ acide, du glucose ainsi que les acides gall ique, ellagique et chébulique
(lV). D'autre part, l'hydrolyse du dérivé tridécaméthylé obtenu par rraiæment
prolongé de (XlV) au diazométhône conduit à l'acido (+ ) hexaméthoxydiphé-
nique. L'acide chébulique serair donc le 3,6 HHDP - 1 galloyl 2,4 chébuloyl
glucose (XlV), le glucosê étant sn conformation 1C.

4) Tanins de Punica granatum et de Castanea sativa

Du fruit du grenadier (Punica granatum) ont été extraits récemment des
mélanges de tanins qui après flactionnements chromatographiques répétés (Mayer
& al. {1977} ont débouché sur des produits chimiquement purs. L'un d'entre eux
la punicalagine (XVl) (f iS. 4) l ibère par hydrolyse ménagée de l 'acide ellagique.
Après p€rméthylation et hydrolyse acide on obtient le dérivé dodécaméthylé du
tétraméthylester de l'acide dodécahydroxyquatorphényltétracarboxylique, ce qui
a permis d'affscter à (XVl) la structure d'un tanin ellagique complexe. Des struc-
tures encore plus complexes ont été élucidées récemment dans les tanins de
fa châtâigner (Castaned sativa). dans le bois de Auercus valonea (l ) dont cetles de
la castaline avec ses dérivés ellagiques, la castalagine {XVll}, la vescalagine et l,acide
câstavâlonique (XVlll) ou 4,6 valonoyl castaline (fig.4) dans lequel une molécule
de castôline est estérif iée par une molécule d'acide valonique (Vl). La physiono-
mie de telles structures qui est loin d'être familièr€ a ceDendant le mérite de
rendre compte subiectivement des difficultés qu'a pu soulever leur détermination.

{l} May6r, 1977.
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63térifiéo3 por uno molécul€ d'ôcido valoniqua à la pl6ca d'uno mol6cul. d'acida
héxahydroxydiphéniqu..

sensiblêment les mémes propriétés que les tanins galliques et ellagiques' Comme

ces derniers ils précipitent les protéinos en solution aqueuse et manlfestent une

astringBnce caractéristique au niveau de la langue. lls'agit d€ substances incolores

qui pàssèdent pour la plupan un noyau flavane et qui se rencontrent principale'

r"nt d"na les tissus végÉtaux lignifiés. On l€s trouve aussi dans les tissus végétatifs

notammant dans la partie téqumgntaire d€s fruits mÛrissants auxquels ils commu-

niquent leur astringence.

Leur présênce dans les bois de ccur de Schinopsis lorentzii et S' balansae

{Ouebrachoi. l'écorce et le bois d?cacra motlisima (mimosa), l'écorce et le bois

d'arbres de la famille des Légumineuses, des Anacardiacas, des Fagacae a donné

lieu depuis plusieurs siècles à une exploitation commerciale de css tânins pour le

traitêment des peaux.

laités par HCI 5N en miliôu alcoolique, ils sont dégradés avec formation de

pigments ônthocyaniques de coloration rougs (cyanidinô (XlX) et plus rarement

i"'iptrinidin" (xi)) (fis. 5), d'où le nom de loucoanthocyanes qui leur â été

affscté pendant longtemps.

D'autre pârt, il est important d€ rappeler qus css substônces existânt in vivo

sous forme non glycosidée ce qui est pour le moins inhabitugl dans la chimie

dss polyphénols des végétaux; ce critère a sans doute une significstion biogéné-

tiquà encore mal psrçue. Rappelons aussi quê Forsyth vers 1950 a été le prsmier

à montrer que c;s raactions pârtagées par la plupart des tissus végétaux étaisnt

dues gÉnéralement à dss flavanes 3 ol (fig. 5) Freudenberg et Weingss (1960) -

Weinfrs et coll., (1969) tandis que le terme de l€ucoanthocyanidines doit être

réserié aux proanthocyanidines monomères ou flavanss 34 diol (fig' 6)' Néan-

moins. étani donné l€ fait que l'optimum d'efficacité tannant€ et de l'astrin'
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lXXtl l  R : OH l2R - 3Rl (-) Epiga ocaréchine
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(XXIV) R : OH {2R - 3Sl l+l ca oc.réchine
(XXV) Procyânidine Bz (3R,3,R,4F)
(XXVIl Procyenidino Ba (3S, 3,R,4Sl
(XXVll l  Procyanidin€ 8l (3R, 3s, 4Rl
(XXVIl l l  Procyônidino 83 (3S, 3,S,45)

gence se rencontrent dans des substances de p.M. compris entre 5OO et 3 OOO,
il est opportun de réserver le terme de tanins condensés à des oligomèies (Oimérss,
trimères, €tc...) d€ flavanes 3ot (fig. 5 et 12), de S déoxyflavan-es 3,4 Jiot 1tig. O)
ot de 5 déoxyflavanss 3€t {fig. t 2).
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OH

(Trrr) (Trr)

Frg. 6 - Flavâno. 3-4 diol.
(XXlXl :  R: R'= R" = H Loucoguibouninidino

R = R': H: R": Ofl  Loucofisétinidine
R : H; R' : R" : H Lrucopéla.gonidine
Ê = H; R' : R" : OH Loucorobin6tinidine

(XXXI : R'= H; R": OB Lâucocvanidino
R' =F" = OH Loùcodolohinidino

PROANTHOCYANIDINES DIMERES

L€s proanthocyanidines dimères peuvent ôtre clâssés d'après l'anthocyani-
dine qu'elles libèrsnt par traitement à chaud avsc HCI 5N, en milieu alcoolique.
Ainsi ont été découvenes les procyanidines, prodelphinidines, propslargonidines,
profisétinidines et prorobinétinidines. Signâlons au passag€ que dans tous les
tissus végétôux où les procyanidines sont présentas on trouve 9n même temps
l'un€ ou l'autre des catéchines ((+ ) catéchine et (-) épicatéchine) et quelquefois
l€s dsux ensemble.

On classe à I'heure actuelle les procyanidines on d€ux catégories :
- les procyônidines de type B en C3sH26,013,
- les procyanidines de type A 9n CaoH24O 12.

1) Procyanidines dimères de type B

L€ur isolem€nt et leur purification mst en Guvre dos tschniquss tsllss que
la 9éparation à contre{ourânt, la chromatographie de partition sur colonnes de
cellulose et de polyamide ou encore la filtration sur gels de dextranes (Sephadex
LH 20) .

Ell€s peuvent étre idsntifiées par chromatographis bidimsnsionnell€ sur
papisr ou sur couches mincês d6 silice, par chromatographie €n phase gazeuse
(iusqu'au trimère) ou encore par chromatographie liquids haute prsssion (HPLC).
La généralisation de l'emploi de cette nouvelle techniquê permet à l'heurs actu€lle
d'obtenir une excellente résolution des mélanges d'oligomères. A noter aussi pour
leur caractérisation l'accroissement du Douvoir de résolution des couchss mincss
de silice commerciales et l'emploi de révélateurs chromogéniqu$ nouveaux tels
que le p. diméthylcinnamaldéhyde (Lea, 1978). D'un point de vu€ structural
les procyanidines dimères de rype B sont formées par liaison 4-8 de dêux molé-
cules de catéchines (fig. 5).

L'acétylation conduit en etTet au dérivé décaacétylé attsndu tandis qus
le traitement par HCI 5N en milieu alcooliqu€ libère la cyanidine (XlX) êt une

261
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catéchine (fig. 7). Cotte réaction constitue manifestement un arqument de taille
en faveur de la fragilité de la liâison C-C int€rflâvanê. La rupture catalysée d€ la
liaircn 4€ par les H+dans le cas de la procyanidine 82 conduit à la (-) épicaté.
chine qui provient de la sous{nité flavan€ inférieure st à un 4 flavanyl carboca-
tion (Ca carbocationl (XXXlll) à partir dê la sous"unité flavane supéri€ure. Cet
intermédiaire très réactif, à moins qu,il ne soit piégé par un réactif nucléophilô,
(toluène d thiol par exempls) se transforme av€c pene d,un proton sn flavène
3 ol-3 (XXXI) pour donner €nsuite par oxydation, la cyanidine.

Lorsquâ le C4 carbocation (XXXlll) réagit avsc le toluène a thiol, il y I
formation d'un flavanyl 4 b€nzylthioéther (XXXIl) par rupture de la.l iaison 4€
inter flavane gt libération du flavane 3ol, correspondant à la sous-unité flavan€
inférieure. Le benzylthioéther (XXXll) libère de la cyanidine lorsqu,il est trâité
en mili€u acide fort tandis que pâr réduction câtalytiqu€ en présence de Nickel
de Raney on obtient do la {-) épicatéchine (fig. 7). Cstts dernièr€ réaction psrmet
de manière simple de confirmer la configuration de la sous-unité flavane supé.
rieure. ll convient pâr ailleurs d'aiouter qug la naturê de la liaison C-C interflavane
des dimères d6 type B n'ô pt étre encore complètement précisé€ malgé l,étude
approfondis des spectres de rH RMN des dérivés décaacétylé et octaméthyldiacé-
tate. En fonction de ces obsgrvations, on penss généralement qu€ l€s qgux sous-
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TABLEAU I

Procyan idines dimèns

Type Sous-unité suoérieure Sous{nité inférisuro

8 l

B2

B3

Ba

Bs
86,

B1

Bg

(-) épicatéchine

(-) épicatéchine

(+) catéchine

(+) catéchine

(-) épicatéchine

(+) catéchine

(-) épicatéchine

(+) catéchine

(+) catéchine

(-) épicâtéchine

(+) câtéchine

(-) épicatéchine

{-) épicatéchine (E}

(+) catéchine (E)

{+} catéchine {E}

{-) épicatéchins (E)

(E) : épimôrê Ca.

unités fla\,6nes 3.ol sont liées par l'intermédiairo d'unê liaison simple Ca-Cs ou
Ca-C6 à moins qu'il ne s'agiss€ plus simplement d€ couples d'épimères en Ca
(Br  € t  B?) ,  (82  e t  85) ,  (83  € t  86) ,  (84 .  88)  ?  ( tab l€eu l ) .

On est cepondant à peu pràs assuré à I'heure actuelle que parmi les I dimè-
r€s en provenance de la (+ ) catéchinê eJ de la (-) épicatéchine les procyânidines
82 et 83 ont une liaison Ca-Cs tandis que Bs st 86 sêraisnt de type Ca-C6,
(Hâslam, 1977).

L'onsemble de ces observations est valable pour les procyanidin€s dimères
homogènes dans lesquelles les deux sous-unités flavane 3ol ont même formule
global€, pas forcément mômo configuration. Récemment ont été isoléês aussi de
cenaines espàces de pôlmes (Livinstonia chinensis) puis câractériséss, des procya-
nidines non homogènes de typ€ B formées de (+)épicatéchine et de (+) épiafzé-
léchine (XXXIX) {fis. 12}.

2) Stéréochimie des procyanidines dimères de type B

En dehors de quelquss rares dimères tels qus 84 et 83 pour lesquels la
configuration du C4 a été montrée de type 45 il n'est pas facile de déterminer la
configuration absolue de la liaison Ca-Cs ou Ca-C6. L'exam€n approfondi des
spectres de !H RMN des procyanidines Bt, 82,83, 84 sous forme d€ dérivés
octaméthylés et décaacétylés a permis dê montrer qu?n solution ces molécules
pouvaient exister sous formg d'un mélange d'au moins 2 conformèrgs privilégiés,
état oui découls directement de l'emoéchement à la libre rotation de la liaison
int6rflavane. Pour lss procyânidines Bt et 82 et leurs dérivés, c€tts rotstion
contrariée est la conséqusnce en premier lieu de la tôndance au rêcouvrêment
du proton en C2 par les groupements OH et O substitués (OH, OCH3, OAc)
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situés sn ortho par rapport à la liaison int€rflavans dans la sous-unité flavane
3ol sous.jacente (fig. 81. Pour les procyanidines 83 ot Ba l,empéchemont à la
libr€ rotation résult€rait du rscouvrem€nt des substituants des atomes d,oxygène
portés par le Ca êt le Cs de lâ sous{nité flavane 3.ol supérieure avec les oxygènes
en position ortho,situés de part et d'autre de la liaison intorflavane. dans ra sous-
unité flavane inférieure (Haslam, 1977) (fig.8).

Ces observations débouch€nt sur deux remarques complémontaires suscep-
tibles ds modifi€r à terme la compréhension des processus d,association tanins/
protéines. On est tenté en eff6t dê voir dans lâ stéréoisomérie des orocvanidines
B2 et B3 deux configurations dont t'une est approximativement l,image d'e l,autre,
D'autre pârt si le pâssâg€ des dimètes aux trimèt€s puis aux oligomères supérieurs
se fait par addition répétée d'une unité flavane 3.ol supplémentaire, la libre reta-
tion de la liaison interflavane s€ trouve alors contrariée et on aboutit à terms à ta
création ds deux structures hélicoïdales de configurations inverses (Haslam,1977).
Les oligomères reliés à la (-) épicatéchine formerai6nt d€s hélices gauches tandis
que ceux qui dépendent de la {+ } catéchine seraient ongagés dans des hélices
droites. ll est intér€ssant dê noter enoore que dans ces structures les cvcles A et B
des unités flavanes font partie de l'enchalnement principal tândis que les cycles C
porteurs de group€m€nts odiphénol occupent sur l,hélic€ des positions périphé-
riquês qui doivsnt iouer un rôle important dans l,association avec los Drotéines
(Haslam, 1977).

P r o c y a n i d  i n e  8 2

P . o c y a n i d i n e  B 3

F,t, I - Procyanidin.s 82 ct 83. Conformations ôvôntagéoi. {Hasl.m, 1977),
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4) Procyanidines dimènE cle type A

Les procyanidines A (fig. 9) qui s€mblsnt moins répanduss que les procyani-
dines B, ont été isolées & Aeæulus hippocastanum, Cola acumiata, Vaccinium
vitis idde. Par acétylation, on obtient un dérivé nonaacétylé ce qui signili€ qu'un
OH se trouve engagé dâns uns liaison interflavane. D'autre part, le traitêment en
milieu alcoolique HCI 5N de la procyanidine A2 fournit de la cyanidine avec un
rendement très faible ainsi que de la (-)épicatéchin€. La structure ds A2 {XXXIV)
est par ail lsurs résistanlo à l 'attaque par le toluène dthiol en milieu acétiqus tan-
dis que l'hydrogénolyse conduit à deux dérivés identiques à ceux que l'on obtient
par un traitsmont semblable ds la (-) épicatéchine. Ces différsnts résultatr tsn'
dent à confirmsr l'existence d'uns liaison int€rflavane inhabituelle de type 8cétal

( TrrTV )

Flr. 9 - (XxXlV) Contigurations 1 6 oI t b do lâ procvanidino A2. (Hârlam 1974).

qui a pu étro confirmée par ail leurs par l3C RMN. La comparaison de cette struc-
ture avec celle de compoés modèles, ainsi que les considérations d'ordre biogéné-
tique ont conduit Haslam (1974) a affecter à la procyanidine A2 (XXXIV) la
structure e1 la stéréochimie d'un 2, 8" époxy 4,7" biflavane. ll a été établi en
plus que l 'unité flavane 3-ol supérieure de la molécule â la môme configuration
absolue que celle de la (-) épicatéchine, ce qui conduit à envisager l 'exi3tence ds
2 configurations possibles (1 a) et (1 b) (f ig.9). Toutefois, ssule la configuration
(1 a) s'est avérée conform€ à la stéréochimie du produit naturel.

4) Proanthocyanidines dimères non homogtènes

Dans différents bois d'origine exotiquê, S. balanssa (Ouebrachol, Acacia
luederitzii, Colophospermum mopane, Acæia maarn1ii ont été identifiés divers
dimères non homogènes de type B résultant de l'association, par l'intermédiaire
de liaisons 4-6 ot 48, ds molécules ds flavanes 3-ol et de 5 déoxyflavanes 3ol
(XXXVIl) et (XXxVlll) (f ig. 11),qui l i tÈrent par traitement acide des anthocya-
nidines tellôs que : pélargonidin€, dêlphinidine, robinidin€, f isétinidine (fig. 12).

( t o ) ( 1 b  )

' o  
H i
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TABLEAU I I
Proanthocyanidines R dimères non homogÈnês (Marini-Bettolo. l9Z5)

Fait assez insolite certains ds css dimères possàlent comme sous-unité
inférieure une molécule flavane 34 diol (f ig. 6) (Roux, 1975) ce qui pos€ alors
un délicat problèm€ de biogénèse pour ces substances.

PROCYANIDINES OLIGOMERES HOMOGENES DE TYPE B .

Des procyanidines trimères Ct (XXXV) et C2 {XXXVI} {f ig. 1O} forméss
respectiv€ment d'unités (-) épicatéchine et (+ ) catéchine unies par des liaisons

rrYHolZyol'\Z\

Y-r\o"
H O
H O

O H

rYon
\4oH

OH

Tvæ S/unité flavane
supérieure

S/unité flavane
inférieure

Plante

82 ou  85

83 ou 86,

91  ou  87

B3 ou 85,

(-) épiafzéléchine

(+) fisidanol

(-) robidanol

(-) robidanol

(+) gallocatéchine

(-) épi-4'-méthoxy
gallocatéchine

{+} catéchine

(+) catéchine

(+) gallocatéchine

{+) catéchine

Ouratea

Acacid
mearnsii'

Myrica nagi

Â-ott
.\zlon

f\ott
.\z\on
"oH

(a-rrvl c,l

Fig, ,O - Procytîidinos B trimèros.
(Xxxvl Trimâ.o Cl (formé d,unit6s (-) épicstéchine)
(XXXVI) lrimèr. C2 (formé d,onités {+l 6téchinol.
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Ca-Cs ont été isoléos de Theobroma cacao et de Salix caprea ainsi que d'autr€s
végétaux dans lesquels coexist€nt des proanthocyanidines dimères. De même des
oligomères iusqu'à l'heptamère ont été mis en évidence récsmment dans le cidre
{Lea, 1977) toutefois leur identif ication demêurs incomplète. A noter sn parti '
culi€r que l'accroissement du poids moléculaire a pour effet d€ diminuer la solu-
bilité et d'augmenter l'affinité pour le collagôn€ de telle sorte que ces substances
(P.M. :.800) peuvent étrs déià considérées commô do véritables tanins.

PROANTHOCYANIDINES OLIGOMERES

Tous lês oligomèr6s (trimères, tétramères...) ont des propriétés astringentes
et tannantes qui peuvent être mises en évidence au niveau de la salive ot de la
poudre de peau. D'un point de vue structural, ils comportent tous comme sous-
unité termlnalo une molécule de flavane 3{l reliée à celle qui la précède par une
liaison 4€; d'autre part, les sous-unités 5 déoxyflâvanes 3ol (f isétinidol. robinéti-
nidoll forment avec les suivantes une liaison interflavane de typs 46 (XXVll)et
(XxXVl l l )  ( f i s .  1  1 ) .

7

O H

.{}',. Ho

".ln PH
o\-.( >oH -

| --1
' ' t

( Tr-TVrr )

Fit. ,, - Proctainidinos oligoûÈrg3.
(xxxvl | ) R : R I : H; Prof i.étinidin€ dimàro; [{-) F isétinidol- (+ | Catôchioe]

R = OH; Rt = H; Prorobinétinidino dimè!6;[Fl Robinétinidol-l+lCatéchiml
R :_R1 = OH; Prorobinétinidine dimàre; [ l- l Robinétinidol- (+) Gallocaté'
chinel

lXXXVllll Profisétinidin6 trimèr.; [{-} Fisétinidol- (-l Fisétinidol- (-}l Catéchln..l

l l  est donc probabls {Roux, 1975) que la substitution préférentielle des
positions 6 et 8 dans les flavanes de type phloroglucinol et résorcinol doit dépên-
dre d'une plus grands accessibilité à chacune de ces positions.

Ces considérations se trouvgnt corroborées par les résultats do la I H RMN.
Pour les dimères comme pour los oligomèr6s la position I de la (+)catéchin. ou
de la (-) épicatéchine représente le site nucléophile de la sous-unité tsrminalê

OH
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{ X L )

p
J, R,

to-"2-..o..-.4Lo' @ /--{
t. i l |E{ 

Ho-layoyQon

\,,,,.$on'*, \.\z{;1-
R3 à-

{T-r1rr )

Fig, |2 - s'4éoxytla'ranes 3.1 .1 ôothocvanidinor.
(XXXIX )  R1=R3 :  H  ( - )  F i sé t i n i do l

R r :  Rz  =  R3 :  H  Gu iboun in ido l
R3 = H; R2 = OH (- l  Robinétinidol
Rl :  R2 = H; R3: OH (+) Epiafzéléchrne
B'= R" = R"'  = H Guibourt inidine
R ' :  R " ' =  H ;  R "  =  OH F i sé r i n i d i ng
R"':  H; R':  R" = Ol ' l  Robinél inidine
R': R" = H; R"' :  OH Pélârgonidins
R ' :  R "  =  OCH3 ;  R " '=  OH Ma lv i d i no

qui réagit avec l'ion benzyl carbonium formé à partir d,une molécule de flavane
3-4 diol. Cette substitution. électrophile pourrait ensuite se répéter au niveau d€ la
position 6 d€ la sous-unité flavâne de l,oligomère, la plus accessible. Cette ore-
mière hypothèse avancée par Roux et coll. fi975) malgré sa cobéronce résiste mal
c€pendant à l'obssrvation générale qui fâit qu'il est possible d,isoler d,une même
planto les flavanes 3€l correspondant aux ploanthocyanidines tandis que tes teu-
coanthocyanidines n9 sont iamais,+résentês en mêmô temps.

A cêt ég€rd, il semble bien que l,hypothès€ avancée par Haslam et coll.
(1977) soit davantage conforme aux faits observés. D,après ces auteurs tes pro-
cyanidines seraient forméos par un proces! s de déshydrogénation des précur-
sours (-) épicatéchine et {+ } catéchinê sans qu,il soit besoin par ailleurs de faire
appel à une polycondensation oxydative. La clé du processus serait le flavène
3ol-3 (XXXI) ou une formo tautomère dont la réduction pourrait conduire aux
flavanes 3ol (XXl) et (XXlll) ainsi qu,à la biosynthèss des procyanidines oligo-
mères, tandis qu€ son oxydation conduirait à la cyanidine (XlX) (fig. 13). La
réduction stéréospécifique de (XLlll donnerait lieu à la formation d€s flavanes
3ol (XXl) ou (XXlll) tandis que la protonation stéréospécifique condu irâit aux
carbocations (XXXIll)a et (XXXIll)b de môme configuration que les flavanes
3ol (XXl et XX ll l). Dès lors, on peut concevoir que lâ condensation de (XXXlll)a
et {XXXIll)b avec les flavanes 3ol psut être dirigée sur les sites nucléophiles C6
ou C8 par l'intermédiaire du Ca électrophile de l,hétérocycle oxyqéné, pour
fofmêr les procyanidines correspondanæs.

ll est certain par ail leurs que les deux sous-unités flavanes 3-ol oui for-
ment lês molécules de procyanidin€s proviennent d,entités métaboliques diffé-
rentes. On p€ut penssr dès lors que si la réduction de (XXXI) en flavane 3€l fait
l'obist de 2 étapes ccessivos, l'arrangement stéréospécifique du proton sur l.ion
hybride (XLll) qui conduit aux carbocations (XXXllt)a et (XXX tlb pécèds
la formation stéréospécifique des produits de réduction (XXl) st (XXlll)
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Cêtte réduction met probablement en (luvrs un nucléotidE réductêur
(NADPH) qui pourrait confér6r un caractèrs limitant à la 2èm6 étape du proces-
sus do formation des flavanes 3ol (f ig. 13).

Dès lors, il semble évident que les procyanidin€s oligomè.es (trimères.
tétramères..,) puiss€nt étre formées à panir des dimères par cond€nsation répé-
tit ive avec les carbocations (XXXIll)â et (XXXIll)b. Par ail leurs, certaines obssr-
vations tendent à accréditer l'idée que ces réactions se déroulsnt dans les cellulos
végétales en l'absênce de contrôle enzymatique. Chacun sait qu,au moment de
la mâturation des fruits et des graines, on assiste à une diminution caractéristi-
que de l'astringênce {Goldstein et Swain, 1963} et do l,activité photosynthétique.
On peut donc pensor qu'au momsnt dê la maturâtion. la capacité ds réduction
du flavène 3-ol 3 (Ll) en flavène 3ol est très affaiblie de telle sorte qus (XXXI)
peut étre facilement oxydé en cyanidine (XlX). C€tte hypothès€ perm€t ds r€ndre
compte du dévsloppement de la pigmsntation rouge caractéristique des tégum€nts
des fruits mûrs ainsi que de la coloration rouge des feuillos sénesc€ntes en
âutomne. De méme, i l est évident que la condensation des carbocations (XXXlll)a
et {XXXIll)b avec les procyanidines dimères déià formées provoque leur dispa.
rition au profit des formes oligomères plus cond€nséos, ce qui s€ trôduit par une
perte de l 'astringonce et une diminution de la solubil ité (Haslam, 1977).
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III. REACTIVITE DES TANINS CONDENSES

Nous nous intéresserons plus particulièrem€nt à la transformation dss tanins
condensés, étant donné l'imponancs qu,ils pésent€nt pour lâ consgrvation des
fruits et des légumss ainsi qu€ pour le conditionnsment d€s boissons telles oue le
thé, le vin, l€ cidre ou encorê la bièr8.

La connaissance dss rnécanismes de la polycondensation revêt un intérêt
particulier pour la compréhension à la fois des processus de vieillissemem et oe
stabil isation colloïdale des milieux contenant des protéines.

POLYCONDENSATION DES TANINS OLIGOMFRES EN MILIEU ACIDE

Ouand ils sont chauffés en présênce d,un acide minéral les tanins sont
soumis à dsux réactions compétitives : la première, nous l,avons vu, conduit oar
coupu16 partiâllEdes liaisons interflavanes à la formation d,anthocyanidines st de
catéchines (fig. 7) tandis que la s€condo entrôîn€ l,ouvsrture partielle de l,hétéro-
cycle oxygéné des unités flavan€s 3ol avec formation de p-hydroxybenzyl carbo.
cations ou C2 carbocations. (fig. 18). Ces derniers psuvent ensuite sa conqens€r au
hâsard avec différents sitss nucléophilss appart€nant à d,autros unités flavanes
pour former des phlobaphànes ou tanins rouçs (1) (fig. lg). Tpndk qu,en miliou
alcoolique (80-100 % d'éthanol) la formation d,anthocyanidines est facilitée, en
milieu aqueux c'sst surtout la polycondensation et la production de ohlobaohè-
nes qui l'emports.

COUPLAGE OXYDATIF DES PHENOLS

Pour comprendre les mécanismes de la polycondensation oxydativ€ dos
tanins, il nous parâlt utile de rappeler le comportemênt des phénols simDles et
des o. et p. diphénols €n mili€u oxydant.

Tous les phénols simples tels que l,hydroquinons, le catéchol. le pyrogallol,
la câtéchine ainsi que l€s flavanes 3ol oligomèrss donnent lieu à couplage oxyoa.
tif av€c polycondsnsation des sous{nités monomères (fig. 14).

L'oxydation spontanée par l'oxygène moléculaire est minimals aux envt-
rons de pH :2,5, elle s'accroît trôs vito en solution aqueuse dès quê t,on dépasss
pH :3.548 pour devenir très rapide en milieu alcalin ou en présence d.oxydases
telles que laccases, catécholases, peroxydases. Le mécanism€ d€ couplag€ est
vraisemblablement d€ natur€ à la fois ionique et radicalaire (schéma t), ce qui
explique la création de liaisons -C-C- et -C.O-C- entre les différents noyôux aro.
matiquss (fig. 14). Dans le cas de l'oxydation de la catéchins en milisu aqusux
par la laccase en présence de benzène sulfinate de sodium à pH = 5,0 il y a blo-

(l) (M6caniho (cl),
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cag€ de lâ structurg semi{uinoniqu€ intermédiaire avec formation d'un€ sulfonê
(XLll l) ce qui est un argumant en fav€ur de la formation de c8s intermédiaires
(fig. 14). L'oxydation enzymatiquo de la catéchine débouche par cs mécanisms
sur la formation de dimères et de polymères de déshydrogénation couplés par
l'intermédiaire de liaisons 2€ au niveau des noyaux B et A ds dsux unités flavanes
consécutiv€s (fig. 14). L'oxydation enzymatique du pyrogallol (XLIV) par la
peroxydase, lâ laccass ou la tyrosinase débouche elle ausi sur la formation inter-
médiaire d'une hydroxy o.quinons qui s€ condense pour former la purpurogalline
{XLV) (fig. 15) caractérisée par la présence d'un noyau tropolone.Dans les mémes
conditions l'oxydation dê l'acide gallique entraîne la formation d'acide purpuro-
gall ine p carboxylique (XLVI) tandis que le qallate de méthyle en préssncè de
tyrosinase donns lieu à couplage C-C de daux molécules âvec formation d'une
lactone qui n?st autre que l'acide ellagique (lll). A noter que la paroxydase ne
semble pas câtalysor cett6 réaction (fig. 15).

Ces différents processus sont amplomont illustrés par l'oxydation des poly-
phénols du thé (fig. 16).

S c h é m a  1

S c h é m a

o

( X T I I I I

Schéme  3

Flg. , 4 - Mâcan.i.''j,e. de couplâ€o d6s phénols par oxydation.

Schém6 1 : Couplsg€ oxydatif dos monophénol3
Schéms 2 : Oxydation do la c€téchino psr la laccaso an préa€nco d'aêido sulfiniquô. Forma-

tion d€ la 6' phényleJllonyl c6téchinô (XLlll).
Schémâ 3 : Formation de liairons do couplaga 6' - 8 antra noyaux I at A d€ doux unités
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IXLIV) Pyrogsl lol
{XLV) Purpurog€ll ins
(XLVI) Acido purpurog€ inepcsrboxytiqu€

( X L V I )

O H

Frg, t5 - Oxydatioô enzymôtiquo du pyrogÊllot, do l,rcidc ga ique ot du ga .t€ de mé1hyle,

(xLl l)  Gallat€ dê méthylo
(l l l l  Acid€ el la0iqu6.

PRODUITS D'OXYDATION DES POLYPHENOLS DU THE

La fermsntation est l'étaps la plus caractéristiqu€ et la plus importante de la
préparation du thé noir, après la récolte. Le ( thé frais l est oarticulièrement
riche en composés polyphénoliqu€s parmi lesqusls les flavanols représ€ntent 15
à 25 % du poids sec : (-) épicatéchine (XXl), (-) épicatéchin€ 3 gallate, (-)
épigallocatéchine {XXll), (-) épigallocatéchine 3 gallate, (+ ) catéchine {XXltl),
(+ ) gallocatéchine (XXIV) avec en plus divers€s procyanidines €t prodelphinidines
oligomères (fig. 16). La fermenration est initiée par macération dans l,eau des
ieunes pousses ce qui a pour effet de mettre en contact les polyphénoloxydases
du thé avsc les flavanols. L'oxydation couplée de ces derniers avec l.acide galli-
que (l) conduit à la formation des bisftavanols A, B, C, (XLIX) à ta théaflavine
{Ll} aux théaflavines gallates A et B (Ll} à la théaftavine digattate {Ll), à l,acide
épithéaflavique (XLVlll) €t à l 'acide 3'gattoyt épithéaftâvique (XLV t) (f is. t6).

En méme temps, on observe aussi lâ formation de théarubigines dont les
P.M. sont compris entre 700 et 40 000 et qui proviennent d6 la polycondensation
oxydative complexe des proanthocyanidines (L) avec les différents oroduits de
dimérisation (xLlx), (Ll) etc. Elles sont responsables de la couleur brun foncé du
thé noir et formsnt un ensemble de polycondensats de structur€s mar connugs
(Sanderson et coll., 1976).

La fermentation entraîne de manière sensible une diminution notable de lâ
quantité totale dos flavanols au cours de la période initiale. D,autre part, il esl
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F/9. ,6 - Tanins du thé noir : produits de dimiirisation oxydativo.

(XLVll l)  R = H; Acid6 épithéaflôvique
R = gailoyle; Acido 3' galloyl épilhéaflaviquo

{XLIX) Rl = 42 = g6l loyl€; Bisf lavanolA
R I : H; R2 = g.lloyle; Bisflavanol B
R 1 : R2 = H; Bisflavaîol C

(L) R1= R2: H Procyanidines
R I = H; R2 = gâlloyle; Procyanidin€ gallalo
Rl :  OH; R2 : H. Prodelphinldioo
Rl = OH; RZ: gâl loyle;Prod€lphinidineOâllat6

(Ll) R1 = R2 = H; ïhé.f lavino
R I : H; R2 : gâlloyle; Théâflavin€ gallate A
R I = gâlloyl6; R2 : H; Théaflavine g6llare I
Rl :  R2 = gal loylo;Théâflsvin€ digâl lat€

remarquable qus los galloflavanols soisnt oxydés plus rapidement que les catéchol-
flavanols alors que les uns comms les autres présentent des affinités très voisines
pour le système oxydasique du thé. CEtte observation n'a pas trouvé sncore
d'expl icat ion satisf aisante.

POLYCONDENSATION OXYDATIVE DES TANINS

Lss obssrvations st les mécanismss imputables aux phénols simples o,
diphénols et vic.triphénols sont valables aussi dans leur ensemble pour l 'oxyda-

OH

HonloJ-\

YY"oo,
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tion des tanins qui portent les mémss groupemdnts fonctionnels. Nous obser-
veronr pâr exemple qug l'anhydride sulfureux et les æides organiques inhibent
également l'oxydation des phénols simples et des tanins.

La formation des théarubiginss par oxydation €nzymalique des proantho-
cyanidines du thé (L) psrm€t de mettre en évidence dans ces polycondens€ts
bruns l'sxistencê ds liaisons de couplage C-C et C-O.C. L'étabtisseme de ces
dernières dépend directem€nt ds la réactivité des positions 6,8,2',5',6';2"
et 6" des noyaux B et des groupsments gallates (fig. l7). (Brown, 19691.

Les théarubigines qui sont formées par un ensemble de polymères hétéro-
gènes,dont la composition varie ess€ntiellsmont avec les conditions de la fermen.
tation et de la torréfaction du thé,libèrsnt des quantités notables de cyanidine
(XlX) lorsqu'elles sont chauffées en mili€u alcoolique-HCl.

A cet égard, il est intéressant d'obs€rvgr qu€ malgré la pésênce dans le
thé d'une quantité dê dérivés 3'4'dioxygénés égale environ au tiers des dérivés
3', 4', 5', trioxygénés la quantité ds cyanidine obtsnue en mili€u alcool isopropy-
lique-Hcl est touiours supérieure à lâ quantité de delphinidine formée dans ces
mêmes conditions. C€ résultat tend donc à montrer que des liaisons int€rflavanes
s'établissent préférentiêllement entre positions 2'et 6'des noyaux B trihydroxylés
st d'autr€s unités flavanes ou gallat€s. D'autre part, le faible rend€ment en acide
gallique de I'hydrolyse acido d€s théarubigines suggère que les résidus galliques
sont oxydés en groupemen$ hydroxy o.quinoniques à moins que des liaisons
inter-aryles ne soient échangées entre les positions 2" et (ou).6" de ces mêmes
résidus.

Ces transformations participent sn continu aux proc€ssus de polycondenv-
tion au fur et à mesure que frogresse la fêrmentation. C€s hypothès€s sont
d'ailleurs corroborées par le fait méme que le P.M. des pigm€nts du thé noir
s'accrolt au cours du vieillissement d€s solutions aqueuses d€ théarubigines.

O H

R : X 1 : H  2 "  a H.,J

n .  x , =  c /  \ e n
o ;i 

ton

I L I I  )

o  o H
ÔH

o H  .
o-.

it'(-"' \ A .
R :  x r

R  X ,

Y : o H

( L I I I  )

OH

Y : H

Y :  O H

( t r v t

Fig. 17 - Coupls4,a orydatil d€s flâvsnas 3-ol du thé au cours da la torm6tion des théaru-
bigines on présonco dg3 rystèm6! polvphénol oxvda3iqùer. (Brown. '1969).

(Llll Positions réactivG doa ôoysux A, B et dos oroup€men$ gallatoa
lLl l l l€t {LlV) Pol i l ion réactiv.s dEs inl€rmltdiair6s quinoniqu6.

I a
I
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ORIGINE ET NATURE DES TANINS DES VINS

Lss principaux flavanes 3ol des vin3 sont la (+) catéchine et la (-) épica-
téchine qu'accompagnent de faibles quantités ds gallocatéchine (XXIV) €t de
dérivés galloylés. La teneur en catéchine des vins blancs est de l'ordre de 10 à
50 mg/1, elle peut atteindre 800 mg/l dans les vins rouges. (Ribéreau-Gayon, 1973I

Les catéchines sont avec divers snthocyanogènes à l'origine de la forma-
tion des tanins condensés du vin; i l  semble d'ail leurs que la panicipation simul-
tanée de ces deux sortes de composés soit plus efficace que celle des catéchines
seules. Nous noterons aussi, au passage, que la tênsur en anthocyanogènês des
vins rouges est environ 4 fois plus élevée que leur teneur apparents sn catéchino.
Sur un total de 1 zlOO mg de phénols totaux sxprimés en équivalents galliques
(E.G,) qu'incorpore un vin rouge nouveau, 120 mg sont imputablos aux pigments
anthocyôniques, 250 mg aux catéchines et 750 mg environ aux anthocyanogènes
polymérisés. Pour des teneurs respectives en composés phénoliquês totaux expri-
més en (EG/ll de 350 mg (vin blanc) et de 1 460 mg (vin rouge) les teneurs en
tanins astringênts les plus polymérisés atteignent 22 mg lEClll pour un vin blanc
contre 460 mg (EG/l) pour un vin rougê. Pâr précipitation sélective (méthyl-
cellulose) il est facile de montrer qu'un tiers environ des polyphénols totaux
d'un vin rouge se trouvent engagé{ sous forme de tanins polymérisés.

D'autre part il est important d'observer que la plus grande partie des pig-
ments anthocyaniques responsables de la couleur des vins rouges sont incorporés
dans la fraction des tanins polymérisés.

Mais à coté des catéchines et des pigments anthocyaniques il existe aussi
des procyanidines oligomères (dimèresl trimères) très réactives qui, au cours du
vieillissement, se polycondensgnt avec formation de polymères de P.M. compris
entre 2 000 et 4 OOO, comportant I à t4 unités flavanes (l). l l  est cenain qu'au
cours de 18 conservation oxydative du vin (pH :3,0) en prés€ncs d'air, pendant
la première phâse de vieillissement, lss procyanidines dimères et trimères se poly-
méris€nt plus rapidement que les catéchin€s,

La formation d'un flavanyl 4 carbocation (C4 carbocationl (XXXIll) (f ig.
18) en milieu acide et à température de conservation du vin pourrait être à l 'ori-
gine de la condensation avec les positions nucléophiles 6 et I d'un€ autre molé'
cule de procyanidine; la répétition de ce processus débouche sur la formation de
tanins condensés (Processus A, f ig. 181.

On ne saurait écarter aussi la formation probable de C2 carbocations (fig.

18), isomèrss des précédents, qui pourraient infléchir la condsnsation vers lâ
formation de structures polymères dâns lesquelles un certain nombre de noyaux
flavanes ont été ouverts {Processus B et C). A signaler enfin que la déshydrata-
tion au détriment de deux OH appartenant à deux noyaux A consécutifs (fig.

19) peut être à l 'origine dê la création de groupsments xanthyliums dont la
contribution à la coulour des vins rouçs se manifsste par une absorption carac'

(r ) (Riber€au-Gavon, 1 9731.
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téristique entre 400 et 500 nm. L'oxydation ménagée des vins oriente vraisem-
blablement les réactions vers la formation de C4 carbocations et tend à faciliter
les polymérisations qui en découlent {f ig. j 8).

C r  C à r b o c . t , o . P r o . y r ô ' d ' n .  r . ' h . r .  - -  >  . . F o ( y m a . . sd , m i ( 4
(9

a, - t t . . . , , " "

F4r. t8 - Polycond€nsation des procyanidino3 du vin. (D'sprès GtoriB, 1978).
(Al i Mécânisma hyporhétiqua de formation d€ polymèros par condsnsâtion de C4 cârbo-

cations et do procyanidinea dimèrss.
(B) : Mécanisme hypothâtiquo de tormation do polyflavanes pâr @ndansrtion mixto d6 C4

et de C2 cârbocations av6c l€s procyanidiné$ dimères.
(C) : Mécanismê hypothétiquo d6 formation dos phlobaphànea psr condênsâtion an milieu

acido da C2 cârbocâtions prov€nant d6 l'ouvôrtura d€ l'hétérocyclo des flavan€s 3-ol.

Lorsque I'oxydation est importante les procyanidines peuvent donner lieu
à la formation d'intermédiaires à structures semi{uinoniques, par oxydation des
résidus catéchol et phloroglucinol dans les polymères déjà formés, ce qui débou-
che sur la formation de polycondensats insolubles qui précipitent. Ce processus
rend notamm€nt compte de l'élaboration avec le temps de la teinte brune des
vins vieux et de l'accroîssement de l'absorption dans la région 400-500 nm,
caractéristique des structures polyquinoniques (fig. 14 et 17]..

ll est probable que ce mécanisme privilégie l'établissement de liaisons entre
noyaux B et positions nucléophiles 6 et I d'autres unités flavanes, comme dans le
cas de la formation des théarubigines du thé (fig. 17).
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OH
( L V )

ds la polycondensation dos taninsFig. ,9 - Form'ation des group€monGxânthyl ium au cours
du vins rougo. {Somers, l97l }.
(LV) : Group€ment xanthylium formé pa. dSshydratation puia oxydation d'un flsvèng intoF

m6diairc.

Bien que la réalité soit encors plus complexs il y â tout lieu de croire que
l'ensemble de ces trois mécanismes se développent simultanément dans la promiàre
phase du vieillissement, néanmoins après la mise en bouteille on psut supposer
que l'évolution des fractions polymérisées, dans des conditions limitées d'oxy-
dation, sera plus lente et débouchera sur la formation de tanins très polycon-
densés dépourvus d'astrinçnce. Dans le cas où le vin est riche en procyanidines
oligomères les réactions seront plus rapides et produiront des tanins motns con-
densés dont certaines fractions manifesteront encore de l'astringencg {Glories,
1978) .

P IGMENTS POLYMEFISES DES VINS-ROUGES

Au cours du vieil l issement, les pigments anthocyaniques issus du raisin
(\s" :520 nm) sont transformés avec formation de polymères rouges qui, au
bout de la première anné€, contribuent dérà pour plus de 50 % à la couleur résul-
tanæ des vins.

Ces nouvelles formes pigmentaires sont beaucoup moins sensibles aux modi-
fications du pH et manifestent uns plus grande résistance à la décoloration par
l 'anhydrid€ sulfuroux que les dnthocyaninos init iales. Au cours du vsil l issemênt
le maximum d'absorption à 520 nm tend à disparaître tandis que l 'absorption
s'accroît à 420 nm, ce qui explique que les vins vieil l issants voient leur coulsur
évoluer du roug€ vers le roug€ orangé (tuilé).

Des expériences modèles ont montré que les anthocyanines se combinent
avec les tanins du vin; Ribsreau - Gayon (1974) signale en effet qu'€n présence
de tanins et en l 'absence de 02 la teneur en anthocyanines qui est init ialement
de 350 mg/|, est abaissée à 135 mg/|. Lorsque en plus le mélange est oxydé, cette
teneur n'est plus que de 60-70 mg/|.

On pens€ généralement à la suite des travaux de Somers (1971), de Ribe-
reau - Gayon (1973) de Timbsrlake et Bridle (197ô) que les anthocyanines du vin
peuvent se condenser avec les procyanidines pour formsr des combinaisons stablss
(fig. 20). Les molécules d'anthocyanines (malvidine 3 B glucoside (LVl) par
exemple) sous forme d€ cations flavyliums peuvent se combiner aux positions
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nucléophiles 6 ou I d'une procyanidine dimàrs pour former un flavènâ oligomèr€
(LVlll qui, par oxydation, peut être à son tour transformé en sel de flavyliym
(LVl l l )  ( f i s .20) .

D'autre part, la formation dê C4 et C2 carbocations à partir des procyanr-
dines et des catéchines peut entraîner suivant les conditions de milieu leur combi-
naison avec des molécules d,anthocyanines sous formo pseudobase (LlX). Les
dimères flavanyl f lavanes ainsi formés (LX) et (LXl) ainsi que les anthocyantnes
polymérisées, en prôvenance de la condensation flavylium polymères (LXVIll)
plus anthocyanines pssudobases (LVll l) font partie avec l6s cations flavylium
polymérisés (LlXl des antho€yânes combinés et polymérisés qui contribuent à
l'évolution lente de la couleur rouge du vin vsrs le rouge tuilé dei vins vieux.

O H

( t u )

OH

R ,  - H -  
H o

Fig. 20 - Polycond'F'3ation dos anthocyaninoa av6c los procyanidinos du vin roug6.
(D'après Glori . . ,  1978).

(LVll  Rr =Rz = OCH3; Malvidine 3 p gtucosida
(LVll)  Flavène 2 ot igomèr.
(LVll  l l  Selds f lavyl ium ol iqolnàr.
lLlXl Pseudobas€ do ta malvidine 3 p gtucoside
{LX}.1 (LXl} Flavanyl t lâv6ne3 dimèro!
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IV. ACTIONS DES TANTNS SUR LES PROTEINES

ACTIONS DES TANINS SUR LÊS PROTEINES INSOLUBLES

| ) Collagène

. Avant d'abord€r le processus du tannage à proprem€nt parler, il nous paralt
important de décrire brièvement la structure du collagène.

Lo collagène est une protéino fibreuse qui, chez les vertébrés supérieurs,
représente environ 25 % des protéines totales. La structuro primaire est carac-
térisée par une teneur importante en glycocolle (1/3 des aminoacides (a.A) en
proline et en hydroxyproline (l/4 des a.A)) et uns quantité moindre de lysine et
d'hydroxylysine. A noter que l,hydroxylysine ne s€ renoontrs quô dans le colla-
gène et l 'élastine. Les fibres de collagène ont un diamôtre dê I à 12 pm er sont
composées de fibrilles parallèles ayant un diamètre de 0,3 à 0,5 pm formées à
leur tour par des faisceaux de molécules parallàl€s de tropocolla!Ène dont les
extrémités se chevauchent régulièrement tous les 640 Â. La molécule de trooo-
colla!Ène dont l€ P.M. atteint 300 OOO daltons sst constitué€ par une triple héiice
formée de chaînes d dont la répétition tous tes 280 nm confère à c€tte moléculs
une grande tenacité. La disposition des fibres de collagèns varie selon la fonction
biologique du tissu conionctif. Dans les tendons l€s fibres de collagène sont dis-
posées suivant une structure qui présente peu d,élasticité, au contràire dans la
peau des ruminants les fibri ltes de collagène forment un entrelacement de feuil lets
qui lui confèrent à la foi une bonne résistance mécanique et une grande souplesse,
Le cuir peut donc étre considéré comme du collagène à l,état tanné; corte trans-
formation est caractérisée par la combinaison irréversible du collagène avec la
substance tannante ce qui a pour effet de le rsndre résistant à l,eau àrauxenzv-
mes protéolytiques {trypsine,collagénase).

D'autre part, c€tte stabilisation s,accompagne d,une bonne tenue à la cha-
leur et aux agên1s de gonflement.

2) Tannage des peaux

- L'action des tanins végétaux, hydrolysables ou condensés, sur le collagène,
est à lâ base de l'opération du tannage au cours de laquelle les molécules de tanins
se fixent aux régions amorphes de la structure fibri l laire. La première étape selon
Gustavson (1956) dépend étroitemônt de l,association des groupements phéno-
liques avec certains groupoments spécifiques des régions "morpir"s; cette étape
serait acrompagnée de la formation de nouveaux liens susceptibles de s,établir
entre molécules de tanins déià fixées et de nouvelles molécules de ces suosrances
iusqu'à ce que l'sspace entre les chaînes d€ collagène soit rempli. L,accès aux
groupements spécifiques est sans doute facilité en milieu acide par la formation de
groupements cationiquss, au niveau des résidus lysine et hydroxylysine, ce qui
a pour eJfet de faciliter ls gonflement dês fibres. Dans la pratique, on considèrs
que les fibres sont tannées lorsque le collagène a fixé environ la moitié de son
poids en tanin.
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Une substance présente lês propriétés d'un tânin dans la mesure où elle
est câpable de pénétrer dans l'êspace interfibrillaire, ce qui suppose aussi qu'elle
a dês dimensions suffisantes pour ponter les châînes de protocollagène en diffé-
rents endroits de leur structure.

Un certain nombre d€ composés polyphénoliques d€ P.M. compris entre
500 et 3 000 semblent satisfaire à ces critères.

La formation des associations tanins.protéines dépend principalement de
la facilité avsc laquelle s'échangent des liaisons hydrogène entre groupements
peptidiques et fonctions phénols (LXV et LXVI) (f ig. 21) ce qui n'exclue pas
pour autant la contribution des charges élsctrostatiques portées par des grou-
pements amido €t amine rattachés à des résidus amino acides polaires.

Lô fixation quântitative dss molécules de tanins par des polymèrss ds syn-
thès€. résine formol.urée (LXll l, polyvinyl pyrrolidono (LXll l) qui ne contien-
nent que des groupements amide substitués contribue de manière expérimen-
tale à renforcer l'idée de l'importancê du rôle des liaisons hydrogèno.

Le cas du Nylon 66 (LXIV) est particulièrement intéressant à cet égard;
en effet, la configuration de cette polyamide est telle que l'échangs de liaisons
H entre groupements peptidiques appanenant à des chaînes voisines empêche
l'étâblissement de liaisons suffisamment stablos avec les OH phénolioues des
molécules de tanins, ce qui se traduit par l'absence d'association.

( L X l l )  l C H r - N H - C O - N H - C H r à

( L X i l l l

o o o
{  Lx tV l  -c -1ç11.y . -c - * - (cHz)6-* -c -

^.N/
I è .
ô  É ' H
 I

_ c N, ,X  \
( LXVI '

r.r -ru (
C : O - - -  -  H O

R _ C H-t-r-t

N H
O H -  -  O = C

C H _ R
B - N

c=O

Fie. 2, - Polynùtcs de rynthilse préaontsnt uno atfinité Dour l6s tanins.
{LXll} :  Résinotormol-urée
(LXll l )  :  Polyvinyl pyrrol idono (P.V.P)
(LXIV) :  Nylon 65
(LXVI êt (LXVI) : Modàlos d'échange d€ liaisons Hydrogènes €ntre groupem.nrs phénoti_

qses des unités flavanes 3{l et châines polypeptidiques.

O H
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Au contraire, si on crée une certaine irrégularité dans lâ structure des
chalnes on facilite la fixation d€s molécules de tanins. Comparativement au
Nylon 66 le copolymère dissymétrique acide adipique-hexaméthylène diamine
(60 %) + caprolactane (40 %) retient les tanins de manière irréversible. ll est
donc raisonnable de pens€r quo les groupem€nts phénoliquss se comportsnt
comme autant de points d'encrage vis-à-vis des groupemsnts peptidiquÊs acces-
sibles, appartenant à des structures protéiques. (Gustavson, l956).

ACTION DES TANINS SUR LES PROTEINES SOLUBLES

L'astringence des tanins s'identifie à la fois avec leur aptiduds à précipiter
les mucoproléines de la salive et avec leur sftet inhibiteur sur I'activité de diverses
enzymes, ce qui éclaire d'un iour nouveau leur influence sur les processus diggs-
tifs. A noter plus particulièrement leur action sur la digestion pancréatique et
sur les processus de détoxification ce qui a pour eftet d'entraîner uno déficience
grave en méthionine.

ll est important de pouvoir évaluer ds façon obiective l,importance dê ces
effets afin d'optimiser la valeur nutritive des céréales et des fruits ainsi oue l€s
qualités organoleptiques des bo.lssons telles que le thé, le vin, le cidre ou encoro
la bière. Différentes méthodes basées sur la précipitation de la gélatine et de ta
caséine ou encore la fixation par la poudre de poau ont été employées pour
suppléer aux difficultés rencontrées avec lâ précipitation des pùtéines de la
salive. Récemment Bato-Smith (1973) a proposé un€ méthode d,appréciation
spectrophotométrique de l'effet tanrytnt bâsée sur la détermination de l,hémo-
globine résiduelle à 578 nm, à la suite de la précipitation des protéines du sang
hémolysé. C€tte méthode présente l'avantage de comporter un domaine de pré-
cipitation étroit câractérid par un s€uil et une fin de précipitation rapprochés.
La précipitation des protéines du sâng est linéaire pour des concentrations en
acide tannique comprises entre 0,15 et 0J0 mg/|. D,autre part, cet auteur a été
amené à introduire la notion d'astringonce relative (A.R.) qui est repésenté€
par ls rapport des concentrations en acide tannique et en tanin équivalent_néces,
saires pour attôindre le même dsgré de précipitation.

Plus récemm€nt, Haslam ('1974) a insisté sur l'intérêt que pouvait présenter
la p glucosidaæ pour la détermination de la concentration sn tanin nécessaire
pour précipitsr une quantité prévue d'enzyme (tableau ll l). Ni la p D glucogall ine
(BD galloylglucosel ni la {-) épicatéchine ne précipitont la p glucosidase dans
ces conditions. Par contre, la configuration du pD pentagalloylglucose (b) (fig. 2)
êst optimâle et apparaît comme étant la mieux adaptée parmi les sstêrs galloy-
lés du glucose, à la précipitation des protéines.

Si l'on affecte un P,M. de 120 0O0 d. à l'enzyme, la stæchiométrie du
complexe enzyme-p D pentagaltoylglucos€ est telle qu'une mole d'enzyme peut
fixer approximativement 20 moles d'ester galloylé. Ce complexê psut être dissocié
par traitem€nt à I'acétone ce qui permet de rastaurer plus de 75 % de l'activité
initiale. L'accroissement de la capacité tannante bien qu'approximativement
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dép€ndant du P.M. des tônins n'est pas pour ôutant proponionn€l au nombre de
groupements galloylés portés par chaque molécule. (Haslam, 1974),

ll est intéressant en effet d'observer que lês tanins naturêls de Chine ou de
Sumach (Vll) (fig. 2) ne présenbnt pas une capacité de complexation supérisure
à celle du p D pentagalloyl_qlucos€. On peut donc penser que la capacité tannante
dépend en premiêr lieu d'un certain nombre de sites spécifiques, géographique-
ment séparés, capables de lier les protéines. Dans la série des esters galloyles les
sites sont vraisemblablsment confondus avec les groupements galloylés cepen-
dant que la capacité de réticulation des protéines nécessite au minimum la pré-
sence de deux groupements par molécules de sucre, Cêtte remarque d'après
Haslam (1974) permet de comprendre pourquoi les tanins naturels de Chineet
de Sumach {Vll - fig. 2) ont la même capacité tannante que le p D pentagalloyl-
glucose {tableau ll l  ).

Ce même raisonnement s'appliqu€ aux procyanidines dimère (82) et trimère
(C1) à la différence près que les sites à pr€ndre en considération sont les groupe-
ments o. diphénols de chaque molécule (LXVI) (f ig.21). Dès lors, i l  est aisé
d'imaginer que de telles associations puissent s€ réarrançr en feuillets plissés B

TABLEAU I I I

Précipitation de la P glueosidase par différena polyphénols (Haslam, 1974)

107x concentration gn
polyphénol (moles) pour

ta précipitation de la p
glucosidase (2 mg, approx.

50 % précipitation)

P.M. des
polyphénoh

3,6 digalloylglucose

p 1,3, 6 trigâlloyl D glucos€

2, 3, 4,6 tétragalloyl D glucose

P méthyltetragalloyl D glucoside

p pentagalloyl D glucose

Gallotanins de ChinE et de Sumach
(V l l )  (n :0 ,  1  ou  2)  (s t ruc tu rs :
heptagalloylglucose)

Gsllotanin de Turquie
(structure hexagal loylglucos€)

Gallotanin de Tara
(structure acide tetragalloylquiniqu€

Procyanidine B2

Procyanidine C1

136

33,9

13,6

16,4

4,4

4,3

6,0

20s

1 1 , 6

31 ,0

444

636

788

ao2
940

1 244

1 092

794

578

866
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analogues à ceux qui existent dans les kératinEs (Haslam, 1974). Encore faudrait.
il tenir compte de la répartition hélicoïdale des groupements o. diphénols dans
les procyanidines oligomères de type B; uno telle configuration doit cenatnement
influencer l'initiation du processus de réticulation et à terme lô structure oes asso-
ciations protéines-tanins. (Haslam, 1977t.

ACTION DES TAN INS SUR LES PROTE INES IMMOBILISEES

ll est important de se souvenir qus la grande maiorité des âssociations.tanins
protéines en dehors des associations tanins.collagène. présêntent un caractère
réversible. En effet, les complexes taninstrotéines peuvent étre solubilisés par
abâissem€nt du pH tandis que I'on peut libérer les tanins par précipitation des
protéines à l'acide trichloroacétique. Néanmoins, cette récupération dem€ure
incomplète. Par ailleurs si l'on immobilise les protéinEs sur une matrice inerte
I'espacem€nt des group€mênts liant les molécules de tanins sera suffissmment
grand pour facil i ter leur diffusion. L'immobilisation de sérum albumine bovine
sur matrice de Sepharose (J.E. Hoff, 1977) pormst ainsi de lier relativemont à
pH 4,0 différents tanins tandis que d8s composés phénoliques simples a. gallique,
a. chlorogénique ou ancore catéchol ne sont pas complôxés par la protéine, dans
ces conditions. Les complexes tanins-protéines formés sont aisément dissociés
par les solvants organiques tels quo méthanol, mélange diméthylformamide -
tampon acétate pH :4,0 ce qui permet d'élusr les tanins relâchés etde les séoarer
des composés polyphénoliques plus simples. Le fractionnem€nt psut être contrôlé
par spectrophotométrie U.V. ou par colorimétrie.

A l ' inverse, l ' immobilisation àes gallotanins par couplage covatênt sur
aminohexylcellulosê permet d'adsorbsr et de séparer spécifiqu6ment différentes
protéinos (Nunokawa, 1977l.. Le procédé a été utilisé récemment au Japon pour
éliminer le trouble protéique résultant de la pasteurisation du saké.

V. ASTRINGENCE ET TROUBLES NON BIOLOGIOUES
DE NATURE TANNOPROTEIOUE

ASTRINGENCE ET AMEFTUME DES BOISSONS ALCOOLISEES

A l'échelle moléculaire le phénomène d,astringence (Lea et Timberlake,
1978) découle de la formation non spécifique et en partie irréversible de liai-
sons hydrogène entre groupements o. diphénols et protéines de la cavité buccale
ce qui a pour effet de provoquer une sensation désagréable de sécheresse au niveau
de la langue et de la bouche.

Dans le cas des cidres il a été montré que l'équilibro entre les sensations
d'amertum€ et d'astringence dépend étroitement de l,équitibre qui s,établit ontre
procyanidines oligomères {1 à 5 unités) ot procyanidines polymères (6 à 10
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unités) (Lea êt Arnold, 1978). De même dans les vins Singleton et Noble (1976)
ont récemment suggéré qu8 l'équilibre entre amertume et astringence est condi-
tionné par la concentration en procyanidines, un accroissement de la tenêur en
ces substances ayant pour effet de masquer I'amertume.

L'amertume, considérée comme relevant d'une interaction entre molécules
polaires et lipides membranaires des cellules gustatives dépend avant tout de la
solubilité des substances amères. Dans le cas des procyanidines, seules les pelites
molécules d'oligomèr€s sont suffisamment solubles pour pouvoir traverser la
membrane lipidique et accéder âux récepteurs responsables de la s€nsation d'amer-
tume. Des considérations?nalogues p€rmettent aussi de comprendr€ le rôle de
l'alcool dans un miliou aqueux contenant des tanins. L'alcool facilite la pénéÛa-
tion des procyanidines oligomères ce qui t€nd à accroître la sensation d'amertums
mâis en mêmo têmps son action s'exerce sur les liaisons hydrogène qu'échangent
les group€ments polyphénols st les protéines, ce qui entralne une diminution de
la ænsation d'astringence. (Lea et coll., 1978).

Los procyanidin€s natives sont plus ou moins amères et astringentes, leur
oxydation au lravers du proceszus de maturation des fruits ou au cours des trans-
formations technologiques qui s'en suivent provoque la formation de polymères
dont les propriétés organoleptiquos sont b€aucoup moins marquées (l ). De même
on peut aussi p€ns€r que l'oxydation d'une petite quantité de procyanidines sous
forme quinonique peut donnsr lieu à l'établissement de liaisons hydrogène avec
los procyanidines natives non oxydées, ce qui pourrait entraîner la formation
d'agrégats dont l?mertume et l'astringence seraient considérablement affaiblies
(Lea et Timberlake. 1978). De tels mécanismes doivent prendre une pan impor-
tante aux processus de vieillisseJm€nt st d'amélioration des qualités organolep-
tiques dss boissons alcoolisées.

FORMATION DES TROUBLES TANNOPROTEIOUES DE LA BIÊRE

La formation des troubles non biologiques de la bière relève d'un mécanisme
complexe dans lequel intervienn€nt à la fois des composés polyphénoliques et
certaines fractions protéiques. ll est important de remarquer d'emblée que la
formation des troublss tannoprotéiques n'sst pas directsment imputable à des
tanins préexistânts malgré l'identification récsntê dans la bière ds procyanidines
dimères 83 et 84 st d'une procyanidins trimèr€ Cl. En €ffet, dans une bièr€
limpids la tsneur en protéines êst suffissmment élevé€ pour provoquer leur pré-
cipitation. Par conlre, il existe un ensemble de composés polyphénoliques de
P.M. relativem€nt bas qui cosxistent avec les protéines de la bière et qui présen-
tent une grande affinité pour la polyvinylpyrrolidone (LXll l) ou P.V.P. de
P.M. = 700 00O d. Cette association se traduit par la tormation d'un précipité
insoluble à partir seulemsnt de quelques mill igrammes de ces composés poly-
phénoliques auxquels on donne maintenant le nom de tannoidos (Chapon, 1961).

(1) (Goldst6in,'19631.
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Cette réaction admet une stechiométrie bien définie qui met en évidence
l'existence d'un maximum de saturation des carbonyles disponibles apportés
par la P.V.P; un excès de réactif entraîne la redissolution du précipité formé à
la suite d'une redistribution des bnnoïdes au niveau des sites d,association.

ll est évident que certains compoés polyphénoliques simples sont lente-
mont transformés en tannoïdes (T) puis en tanins. Cette polycondênsaÙon spon-
tanée dans laquelle l 'oxydation st le milieu jouent un rôle important est à l,origino
de la p€rte de stabilité colloïdale dss bières au cours de leur conservation. Les
polymères ainsi formés manifsstent des propriétés tannantes qui entralnent
I 'apparit ion d'une phase dispersée tanins-protéines dont la solubil ité est plus
faible au voisinage de O oC qu'à température âmbiante et qui constitue re r rrou-
ble au froid ,.

Lorsque le degré de polycondensation des tannoïdes s,accroît la réversibilité
du phénomène diminue tandis que la quantité des substanc€s insolubles augmenre
ce qui se traduit pâr la formation d'un trouble tannoprotéiqus psrmânsnt. Toute-
fois une partie seulemont des protéines de la bière semble participer aux processus
de formation des troubles, i l  s'agit de c protéines sensibles ) (p) qui en s,associant
aux tannoTdes (T) donnent lieu à la formation de complexes réversibles tanins-
protéines {PT}. ll s'agit plus vraisemblablement ds produits de dégradation des
protéines dont le P.M. se situe entre 10 OOO ât 20 OOO d. qui sont s€nsibles à la
précipitation par les gallotanins.

L'existence d'un équilibre tannoïdes-protéines répondant au modèle sché_
matisé (fig, 221 a été nettement mis en évidence au cours de llextracrron en
milieu aqueux des tannoïdes d'orge st de malt (l ). Ce modèle rend plus particu-
lièrement compte,de manière très simplifiée,des principaux facteurs qui affsctent
la quantité des tannoïdes solubles (T) et d€s protéines inQolubles (pin),la quantité
des protéines solubles (Psol.) et des peptidss, ainsi que l,affinité des tannoTdes
pour les différentes protéines. La solubilisation des protéines par les endopepti-
dases qui apparaît comme un proceszus réversible sst en fait ellê,aussi en partie,
sous la dépendance d€ réactions réversibles, D'autre part, il est à peu près certain

t :

P - protéines sotubt.s

protéines insolubtes

Fig. 22 - Modèlo d'équilibre 6ntre tannoïd$, protéinâs solublas 6t insolublâs régissant l'ax-
traction der tannoid.s do l'orge or du m€h, (Jacobaen, 19741.

(r l (Jsclbssn. 1974).
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qu'il n'y a pas d€ relation étroite entrE la tenaur en anthocyanogèn€s et la poten-
tialité de trouble de la bière.c'est pourquoi il convient d'étre très circonspect vis-
à-vis des traitements d€ prévention et de stabilisâtion utilisant les agents dadsorp
tion tels que Nylon 66, Polyclar AT, bentonite ou encore gel de sil ice.

Ds tels traitem€nts p€uvent, sans discernement, entraîn€r parfois des modi-
fications préiudiciables d'amertume. ll a été montré en effet que des quantiÉs
oxcessives de Nylon 6-6 peuvent éliminer en mâme temps que les anthocyano"
gènes la presqus totalité de l'amertume due aux isohumulones.

A l'inverse, cep€ndant que les enzymss protéolytiqugs tsndent à réduire
de manière efficace la æneur en protéines sânsibles de la bière, laissant lês tannoi-
des inchôngés, le Nylon 66 et le Polyclar AT éliminent respectivement 95 % ei
80 % des tannoTdos sans modifi€r oour autant les orotéines.

vt. coNcLUstONs

Les développemênts récents dê l'analyse structurale grâce aux acquisitions
spectâculaires de la spectrophotométrie r H et I 3C RMN ont permis de progresser
rapidsment dans la connaissance de la structure dês substances naturelles les plus
complexes. L'étude des tanins ss situe précisément dans c€ contexte. Les progrès
réalisés dans la connaissancs des structures des tanins ellagiqueï et catéchiques
permet à I'heure actuôlle d'aborder avec plus d€ rigueur l,étude des transforma-
tions auxquelles participent ces substances.

Les processus de tannagê des protéines basés fondamentalement sur
l'échôngs de liaisons hydrogèns entre fonctions phénoliques et peptidiques sont
le plus souvent compliqués par la formation de combinaisons entre oroduits
d'oxydation de nature quinonique et groupements aminés des protéines, Le rôle
de l'oxydation dans l'évolution des associations puis des combinaisons ranno-
protéiques revét de ce fait une importancc capitale illustrée notamment pa, les
transformations oxydasiques dév€loppées au cours de la fermentation du thé ou
encore par l'autoxydation des tannoides de la bière.

Dès lors, les critères dss tanins réservés à des substances végétalss de p.M.
compris entre 500 et 3 000,dont un certain nombre de structures sont mainte-
nant parfaitemsnt élucidées,doivsnt être élargis avec prudênce à divers polymères
d'origine polyphénolique capables de former des associations puis des combinai-
sons covalentes irréversibles avec les orotéines.

La connaissance de ces proc€ssus pÉsente un intérét immédiat à la fois
pour l 'amélioration de la stabil ité colloidale de boissons telles que le vin, le cidre
et la bière,pour l'optimisation de la valeur nutrilive de certaines céréales er oour
la fixation des qualités organoleptiques de divers fruits.

ll convient en effet d€ rappeler que les processus ds brunissement enzyma-
tiques ou non qui accompagnsnt la formation de structures polyquinoniques
contribusnt au développ€ment dss réactions de Strecker et à la formation de
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dérivés carbonylés,par condensation avec ds3 amino acides libres. Ces processus
interuisnnent pour un6 large part dans la formation des théarubigines et dans
l'élaboration de l'arômo du thé.

On pêut donc conclure €n disant qus si les tsnins naturels n.ont pâs trouvé
jusqu'à prés€nt d'applications importantss tn dohors du tannage dos peaux, de la
fabrication de produits adhésifs ou sncore d,agents de floculation pour le traite-
ment des eaux il n'en est pas moins vrâi qu'une mâilleure connaissance des méca-
nismes de polycondonsstion, d'oxydation et de combinaison avéc les protéines
revét un intérét considérable pour l,amélioration de la valeur nutritive et des
qualités organoleptiques d'un certain no,nbre ds produits atim€ntaires qùi les
incorporent,
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La qualité des bois

Ce gubn a demandé autrefois aux forêts ébit
très différent de ce qu,on leur demande aujourd.hui
et de ce qubn leur demandara demain.

M. Plaisance (Guide des forêts de France)

I .  INTRODUCTION

L'étude de la qualité des bois consiste notammsnt à retrouvor, dans l,asoect
macroscopique sous lequel le bois se présente, les relations qui conditionnent
sês bonnes aptitudes technologiques au travers dg la structure ordennée de tous
lss éléments constitutifs êssontiels du plan ligneux : les fibres, lês fibres trachéidss,
les vaisseaux, les rayons ligneux et le parenchyms.

Dans l'ensembl€ des travaux mehés sur l,étude des qualkés des bois, les cher-
cheurs ont touiours clairem€fi distingué la structure tubulaire du bois, que aux
c€llules allongées et rendue compacto par la présence des lignines, l,organisation
fibrillaire des parois des {ibres, les macromolécules et les molécules qui entrent
dans la composition des fibrillss et de l'ensemble des tissus du bois. gn monrranr
qu'elles sont à l'origine des sources de variation des qualités des bois,

La connaissance des propriétés physico{himiquês et chimiques d€s macro-
molécules, comme la cellulosb, les hémicellulosss, les lignines et les substances
phénoliques, dégagées de leur contexts végétal pêrmet en partie de comprendre le
comportement du matériau-bois en ce qui concerne :
- l'affinité pour l'eau due à la présence de la collulose par les relations de
sorption et ds désorption de l'eau, s€lon l'état hygrométrique de l'air,
- la résistanc€ mécânique apportée par sa structure fibreus€. par la taille et
l'orientation des microfibrilles par rapport à l'axe de ses fibres dans les parois
successives, par le degré de polymérisation des chalnes de cellulose et des liaisons
chimiques intsr-chalnes au nivsau des motifs anhydroglucos€s constitutifs de ces
chalnes,
- la diversité des tissus anâtomiques due à dss différences de composition chi-
mique entre le bois normal et le bois de tension tenant à la orésence qe sucres
(oses) différents ou aux proportions variées de ces sucres les uns par rapport aux
autres.
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- la déformation permanênte du bois obtenuo à chaud liée à la Drésence relati-
vement plus importante dans la lamelle mitoyenne des fibres des l ignines qui sont
des macromolécules, polymères du type phénylpropanes (C6 - Ca ) tridimension-
nelles avec une forte aptitude thermoplastique,
- la résistance du bois de ceur aux agents pathogènes et aux insectes due à la
présence d€ subctances phénoliques dérivés du stilbèn€.

Cêpendant, ces relations simples entre les propriétés des macromolécules
et le comportem€nt dgs bois n'ont pas toujours leur équivalent dans l'état de
nos connaissances actuelles au niveau des qualités de bois définies comme de
bonnes aptitudss technologiques.

I I .  EVOLUTION DU CONCEPT DE OUALITE DES BOIS
DEFINITIONS ACTUELLES

La description d'un bois de qualité a touiours tenu compte, d'unê part de
la forme extérieure sous laquelle se prés€nte l'espèce dont il provient : hauteur,
rectitude du fût, défil€ment pu conicité. finesse des branchgs, couronnes de næuds
apparents ou næuds isolés, méplats, et d'autre part de l'aspect interne : présenc€
de bois de cceur différencié par la couleur de l'aubier, la largeur des accroissêmênts
annuels, leur texture qui est la proportion dê bois final sur la largeur de l'accrois-
sement annuel, le droit f i l ,

Sos qualités sont âussi considérées en fonction des usagôs auxqusls il est
destiné et, dans c€ cas, les diverses propriétés de résistance mécanique sont le
plus souvent mises en avant h l, et aussi la densité, la dureté, la durabilité et les
variations dimsnsionnelles en fonction de sa teneur ên sau.

Le bois a d€s propriétés qui varient avec chaque individu. Cotte variabilité
individuelle traduit l€s influ€nces de tous les factêurs forestiers naturels : sol,
climat. hérédité, et facteurs artificiels (interventions humain€s dans l€ travail du
sol. d€nsité de plantation. fréquence des éclairci€s, élagage arrificiel précoce d6
branches vivantes, f6rtilisation). Les intervêntions plus élaborées, comme celles
qui concernent le travail de sélection des spécialistes de l'amélioration des arbres
forestiers, modifient elles aussi les propriétés, les qualités de productivité et de
résistance aux maladies du matériel utilisé.

Les eftorts menés dans un but d'amélioration sont limités oar I'HETERO-
GENEITE natur€lle du bois à différents niveaux dans l'arbre. hétérogénéité due
8u rythmes de croissance de l'arbre dans son environn€ment. En effet. si l'on
considère la tig€ globale dans le sens axial, les élongations de bourg€ons apicaux,
qui différent chaque année, donnent des hauteurs de poussss annuelles variables.
Dans le sens radial, l'assise génératrice du cambium produit des couches succ6s-
sives de cellules dans lesquelles les fibres s'améliorent avec l'âge en augmentant
de longueur. Cette croissance sê produit dans un environnement chaque année
différent (f ig. 1).
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Au niveau de l,accroissement annuel lui_méme apparaît une forte hétéro-
généité du point de vue de la densité du bois entr€ le bois de printemps ou bois
initial, et le bois d'été ou bois final. Ces deux étâpes correspondent rêspective-
Tent à !a 

période d'élongation des bourgeons apicaux pour l,arbre avec proouc-
tion de fibres à parois minces et à un arrêt de croissance en hauteur, avec appa-
rition de fibres à parois épaisses. C€s fonctions antagonistes sont réglées par une
production d'auxine différente dans le temps.

. . L€s qualités du bois qui se rapportant aux propriétés technologiques souhai-
tables pour un bois d,csuwe de qualité er pour la majorité des bàis dans leurs

p o u s s e s

a n n u e l l e s

â 9 e  i d . o

o . i g  i n  e t  d  i f  f  .
I

c l i m a t l

c l i m a t i d e n t i q u e

o r i g i n e

â g e

d  i  t t  e r e r | t s

o r r g r  n e

â g e l
I

c l i m a t l

Fig, | - Hétérogénéité du Bois suivant lct estit'/s générôtri.r, :

- an ordonnéo : (â96 I idsnliquo, origino climat : différontsl;
- ôn âblcislo : (origirc : idontiquo, âgo climat : diff6rontil;
- on diagonalo : (climst : idgniiquo" âgo origino : dittéren$).
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usages futurs peuvent se définir actusllem€nt selon les grandôs lignes suivantes
par :
- la densité qui foumit une s)mme d,infolmation résultant de tous los fac-
teurs qui modifisnt la physiologis de l,arbre. Ce paramètre constitue un das
moyens lss plus dirêcts de l?ppréciation dês qualités du bois (et surtout par une
densité homogène de valeur faible ou fone selon lss usages envisagés et une faible
hélérogénéité, c?st.àdire des variations de densité d,amplitude réduite entr€ la
densité maximum et la densité minimum dans des accroissoments annuels : fig.
2 etSl;
- une rétractibil i té ou variation dimensionnelle faible,
- une durêté adaptée à l'utilisation prévue. forte pour les bois de charoentes ou
de parquets, faible pour les bois de tranchag8 et de déroulage.

Pour l'aspect plus particulier des bonnes qualités du bois pour l,industriê
paætière, le bois doit posséder d€s fibres ds la plus grande longueur - pour
l'espèce utilisée - et avec un rendsment sn fibres après cuisson le plus élevé
possible pour une quôlité de fibres égale.

Lg rôle de la recherche forestière est de trouver les relations exisranl entre
les facteurs forestiors de la production du bois et ltnsemble dos qualités du bois,
€t également de définir les rapports entr€ la structure du plan ligneux et les quali-
tés du matériau recherchées pour tol ou tel usag€.

i l t .  METHODES DE MESURES DES OUALITES DU BOtS

Les méthodes normalisées d'étude des caractéristioues du bois existent dans
les principaux pays. et notamment en France. êt elles reposent sur l,expérimen-
tation d'éprouvettos de divers types dont l,obtention et l'étud€ nécessitent la
destruction de l'arbre étudié.

De plus, les opérations préalablês aux mesures sont longues, s,échelonnent
souvent sur une période de deux années : abattage des arbres, transporr, rrage,
séchage, confection des éprouvettes, conditionnemsnt en humidité etessais de résis-
tances. Enfin le nombre déchantillons et d,individus èxaminés est forcément
limité par le surcrolt de travail qu,occasionnsnt des comparaisons sntre qe nom-
breux individus. Au cours de ces essais, le nombre d,individus étudiés est touiours
insuffisant pour prendre en compte la variabilité individuelte qui se manifeste
pou. tous les critères de qualité du bois.

La nécessité de procéder à des tests NON DESTRUCTIFS êst donc apparue
très rapidement et bien que les essais sur éprouvettos normalisées continuent à
être employés au laboratoire à titrs complémentaire, le matériel vétégal d,étude
de bass est maintenant constitué de carottes de sondage prélevées à la tarière do
Pressler {fig. 2) beaucoup plus rapidement et en grand nombr€ sur des arbres
vivants, ieunes ou adultes. ll n'est pas rare de procéder à des campagnes de mesu-
res portant sur 1 500 ou 2 000 échantillons dans une étude comparative de 40
familles différentes.LES  POLYMERES  VEGETAUX  Vol. 2 - part 1
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4. dârolopp€nefi et ani€gilt.emont grsphiqu. du profil d. la don.ité,
6. acquirition dgt donnéo. (Xi, Yil .t codeg€ pour l,ordimtour.
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MESURE DU COUPLE DE TORSION

Cefte méthod€ d'évaluation de la qualité du bois sur des arbres vivants est
basée sur l'utilisation d'un torsiomètre qui sert à mesurer les couples de torsion
nécessaires pour enfoncer une tarière de Presslgr à une o.ofondeur donnée à
l' intérieur de l 'arbre.

C€ couple de torsion exprime la dureté du bois sondé et se trouve lié très
fortemsnt à la densité par des coefficients de corrélation de 0.90*** à 0.94**
selon les modalités [2]. l l  permet aussi de choisir directement en forêt un individu
ayant une d€nsité et des caractéristiques voisines de la moyenne d'une parcelle
donnée ou de sélectionner des arbres supérieurs du point de vue de la densité
du bois.

Cette information se fait évidemment dans le même temps que le prélè-
vemênt de l'échantillon de bois dans l'arbre sous forme de carotts de sondage.

MESURE DES VARIATIONS DIMENSIONNELLES :  LA RETRACT|BtL |TE

La variation de la teneur en eau d'un bois audessous de 30 %, qui est le
point de saturation des fibres, entralne des variations dimensionnelles du bois.
La méthode d'évaluation repose sur la mesure du diamètre d'une même carotte
de sondaç dans le sêns axial et tangentiel placée entre lês mâchoires d'un micro-
capteur d'épaiss€ur avec la précision du micron.

C€tte méthode dépasse en précision lss méthodes dê mesurê du retratt en
vigueur iusqu'ici. En effet elle permst, d'une part d'obtenir une valeur moyenne
par individu, faisant intervenir des mesures d'épaisseur au pas de 'l/4, 1/2, I ou
2 mm au long de l'échantillon. et d'autre part de traiter un qrand nombre d'in-
dividus pour tenir compte de la variabilité du caractère mesuré en fonction des
factsurs forestiers, au même degré d'humidité ou à des degrés d'humidité diffé.
renls.

MESURE DE LA DENSITE DU BOIS ÊT DE L'HETEROGENETTE PAR LA
METHODE AUX RAYONS X

Côtte méthode utilis€ une source de rayons X mous de grande longu€ur
d'onde émis sous une faible tension accélératrice, à une grande distance (2,50 m)
sur des carottas de sondagÊ placées sur une radiographie. A cett€ distance la dose
de rayons X reçus est uniforme sur la surtace du fi lm uti l isé, elle autoriss donc
une analyse quantitative de la densité du bois par exploration densitométriqus
de la radiographie après son développement. De plus le fil du bois €st parallèle
aux rayons X, et l'on obtisnt des images n€ttes de tous lss accroissements annuels
contenus dans l'échantillon (fig. 2). Après développement, l'enregistrement des
variations de la densité se fait à l'aide d'un microdensitomère et lss valeurs sont
ensuite codifiées et transférées sur un ruban D€rtoré aux fins de câlculs.
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L€s données principales tirées de cette méthode sont : les largaurs de cernes
annuels, les composantas de la densité (densité maximum, densité minimum, la
densité moyenn€ après calcul, l'hétérogénéité (dsnsité maximum - densité mini-
mum) et enfin les pourcentaqes d€ la largeur du cerne compris entrs des niveaux
de densité prédéterminés ou les pourcentag€s de la largour du cerne supérieurs
à des niveaux d€ densité choisis en fonction de leur importance pour tes carac-
téristiques mécaniques du bois [3 et 4] (f ig.3).

- - -  Courbe rée  

 

e

_-  Courbe pr ise  en  compte

Niveaux densi  tomtr iques

750 ! /dm3

vvv
V//A
vz1)

,  450 q/dn'3

f7v(/ )
V--ZJ

2 350 9/dn3

l_J

250 g/dh3
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F ig. 3 - Accoitsmont tnoual théo quc .

an trâit ploin : protil ré€l; sn trâit d,axo : profil pris on compte dans la, cslcul3. Los rargEur3
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Cêttê méthode donne égalemgnt des indications sur les valeurs des densités
à l'état iuvénile (fig, 4) ou à l'état adulre (fig. 5) dans un môme arbre - mère en
vue d'établir des corrélations iuvéniles-adultes nécessairgs aux travaux de sélsc.
tion précoce chez l8s descendants,

Toutes ces valeurs discrètes des composantes de la densité pguvent être mises
en corrélation avec les autres critèrss de la qualité du bois aux fins d'explication.

Un des prolonçments important do cette méthode concerne la xylochrono-
logie [5 et 6] et ta dendroclimatologie [7]. En effet, chaque fois qu'une modifica.
tion intervient dans l 'équil ibre biologique d'un arbre, i l  en résulte des chanç-
ments de structure anatomique du bois :épaisseur des msmbranes, diamètre des
cavités cellulaires, proportion fibrês - vaisseaux, €t la somme de toutes ces varia.
tions se retrouve dans une donnée physique : la densité du bois. Ainsi, les courbes
d'enrsgistrement de la densité pêrmottent de reconstitugr les différentes étapes
de la vie de l'arbre au point que certainôs de leurs caractéristiques peuvent être
considérées comme dê véritables révélateurs des modifications de son environne-
ment, non seulement en fonction des facteurs du climat ou du traitement sylvicole
comme l'élagage [8], mais aussi suivant les nuisances auxquelles il a été exposé ;
attaques de parâsites, défoliaisons [9] ou fumées industrielles.

MESURE ANATOMIOUE OUANTITATIVE DES CELLULES DU BOIS

cette mesure repose sur l'analyse de l'image h0l d'une càupe microscopi-
que de 15 ,J environ donnée par un microscope, reprise par une caméra de télé-
vision, mise en rnémoite point par point avec, pour chacun des points définis,
son niveau d'intensité lumineuse. Ls traitoment d€ cette image consiste à l'€xa-
miner à divers seuils ds teintss grises, I'appareil indiquant les surfaces en nombre
de points-image dont la densité optique est supérieure ou inférieure à un seuil
déterminé ou encore comprise enùe deux s€uils de densité, pour la totalité du
champ de l'image ou une fraction délimitée. ll sst également possible d'€mploysr
d'autres critères de sélection comme la longueur, la surfacê ou lê périmètre des
particulos.

L'utilisation originale d'un analyseur d'images pour l'anatomie quantitative
du bois, mis au point initialement, en métallographie, pour l'étude des surfaces
dê différêntes phases de cristallisation des alliages et d€s traitements thormiquss
dss métaux, provient d'unê association d'idées entre deux problèmes voisins :
appréciation des rapports des surfaces des phases dans le métal et dans le bois, et
détermination de la taillê des ouvsrturas des vaiss€aux, de leur proportion rêlative
sur le plan de la coupe anatomique, et d€ l'application à ces deux problèmes du
même procédé de mesure.

L'utilisâtion de cette méthode p€rmsttra dans le cadre forestier de proo lsr
à dês étudss sur du matériel jeune et adulte, pour un grand nombre d'échantii )ns
afin de déterminer, le plus tôt possible, les corrélations iuvénils-adulte int res-
santes en vue de la sélection et de l'amélioration des arbres forestiers.
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METHODE D'EVALUATION DES OUALITES PAPETIERES : LA MICRO-
curssoN

La méthode de microcuisson est une technique ds laboratoire qui a été mise
en æuvre pour reproduire à une échell€ très réduite les procédés industriels de
cuisson des bois ou de tous autres végétaux pour lâ fabrication de la pâte à papier

h 11.
La cuisson pap€tière est un traitement du bois ou des végétaux par des

solutions délignifiantes alcalines ou acides en vue de séparer les fibres en dissolvant
partiellement lss lignines et en cons€rvant le misux possible la cellulose et les
hémicelluloses des membranes cellulaires.

Les qualités papetières souhaitables pour un bois sont le rendêmsnt en pâte
et les caractéristiques biométriquss les plus élevés pour un€ espèce donnée.

Le rendsmênt 9n p6te de la cùisson, qui pour un traitement donné est le
rapport du poids anhydre dss fibres isoléos au poids de bois anhydre, constitue
un indice de qualité du bois pour les essenc€s papetières car, pour une mémE
biomasse récoltées. un rendement plus élevé signifie une production actrue de
pâte à papier.

La répartition des longseurs de fibres d'un échantillon, leur moyenne, sont
liées aux caractéristiques de résistance mécanique des papiêrs,

Les déterminations précises du rendement en pâts st dss loàgueurs de fibres
se pratiquent sur de nombreux échantillons de bois de petite taille souvent infé-
rieurs au gramme, prélevés de façon NON DESTRUCTIVE dans les arbres vivants
à l'aide de la tariàre de Prossler et sont nécessaires si l'on v€ut tenir comote de la
variabilité individuelle des arbres. Elles nécessitent donc une fiabilité et une
reproductibilité des conditions opératoires des microcuissons afin de s'affranchir
de toutes les gources de variations autres que celles concernant la naturs et l'ori-
gine des échantillons examinés lors dss comparaisons entre individus.

METHODE DE MESURE DES CONTRAINTES DE CROTSSANCE [12 ]

En tout point de l'arbre sur pied oxiste un champ de forces (tension ou
compression) que l'on appelle c contraintes de croissances ). La rupturê de leur
équilibre à la suite de l'abattag€ ou du débit occasionne des déformations indé-
pendantes de celles occasionnées par ls séchage, Ces déformations peuvent 6tre
très importantes notamment, pour ce qui concarne les bois indigènes, chez le
hétre.

On est parvenu à mettre en évidencê des corrélations significatrves entre
l'importance de ces contraintes et les dimensions axiale et tang€ntielle de carottes
de sondage extraites de l'arbre sur pied. Cette obs€rvation permet d'étudier sur
un très grand nombre d'échantillons non destructifs la variabilité du phénomène
( contrainte de croissance E en fonction de diverses sources de vâriation (varia-
bil i té à l ' intérieur de l 'arbre, entre différonts traitements sylvicoles...).
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IV. EXEMPLES D'APPLICATION D'ETUDE
DE LA OUALITE DES BOIS

L6 domaine de la recherchê sur la qualité des bois concerne tous tes aso€crs
biologiques de la vie de l'arbre en forét. Ces études doivent prendre en comDle
tous les effets des divers€s sources de variation des facteurs forestiers ; climat,
sol, traitem€nts sylvicoles, intorventions artificielles, nuisances, ... qui influ€ncent
les caractéristiques du bois, ainsi que les aspects ds l,hérédité, de t.âge, des
rythmês de croissancê. L'impact de ces sources de variation étant apprécié, on
peut alors, dans une certaine mesure, modifier le plan ligneux dans le sens désiré.

Le développêment des méthodes d,étude de la structure du bots nous a
permis d'âbord€r, d'uns part les problàmgs de technologie de transformation du
bois, commg le sciage, le déroulage, ou le tranchag6, €t d,autre part les relations
€xistant sntrs la structure du plan ligneux des bois feuillus et résineux dans les
cas particulisrs ds l'amélioration et de la sélsction des chdnes à bois Gndre et
à croissance forte, et aussi pour les aptitudes papetièrôs.

UN EXEMPLE : PROGRAMME D,AMELIORATION GENETIQUE DE
OUALITE DU BOIS DE CHENES (CHENES ROUVRE ET PEDONCULE}

La démarche adoptée dans ce programme illustre ass€z bien les divers
aspects de nos activités que nous venons de passer en revue de façon générale :

al Définition do la quslité du produit:

ll s'agit de définir vers quel optimum on souhaite évoluer du point de vue de
la qualité intrinsèque du bois (on n'évoquera pâs ici les qualités extérieurss du
ftt). Deux options très différentes pourraient étro prises :
- bois à bonnes qualités mécaniques (charpente) ou de bonn€ durêté (parquet) :
on augmente alors la densité du bois mais on aggrave son retrait,
- bois à bonne âptitude au tranchag€ : on s,oriente vers un bois tendre, de faible
densité, dont lo retrait est faible. On améliore alors le travail de l,outil oe couoe
au tranchag€. l'état de surfacs des placagos, d,où une économio de ponçage, ainsi
que la stabilité au séchage des feuilles produites.

C'est l'option ( tranchage ) qui est choisie car elle est de très loin la Dlus
valorisante pour le produit; elle répond en outre à une forte demando qui devrait
al16r en s'amplif iant,

LA
( r )

(l ) G. Nepveu panicipation eu toxt6 pour l,amélioratlon du Chênê.
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b) Lilitonr ontr! la qualit6 du produit at l. ûructrra anatomkuc du boii

Lr bois ds cMne se chsse parmi lss bois hétérogènes (fig. 6). L6 ( bois
de printemps I est constitué ds gros vailsêaux ontourés de parenchyme. Cette
zone est plur ou moins largo avac d€s vaissoaux plus ou moins gros, ainsi que
l'indiqu€ la figure 7 où sont repr{santés l€s positifs de radiographies de divers
échantillons provenant de percalbs voisines d'un messif du Nord-Est de la Frâncs
{à l'exception du chêne no 2 prov€nant d€ l. valléo de la Saône}. La larg6ur de lâ
zons do bois initial semble constanle d'un6 annéo à l'autrs à l'intérieur du mêms
arbre.

La zone de bois final est beaucoup plus d€nss; €ll€ psut 6tro gxtrêmsm8nt
réduite (no 14) ou rsprésenter les 9/10€ de la largsur du cerne (no 16). C€tts
zono est forrnés ds p€tits vaisseaux, do parenchyms, mais égalemsnt dg plages
de fibres plus ou moins importantgs; elles correspondent à des zones do forte
densité. Ellas apparaissent €n sombre sur los positifs de radiographies. Signalons
un dcrnier typ€ d'élém€nt €natomique : l6s rayons ligneux orisntés radialement:
leur rôle t6chnologique est mal connu.

Lês chênes de mauvâise qualité pour lr tranchagê sont ceux prérântant une
faiblê proportion de vaisseaux et besucoup ds plages ds fibres; ils sont dgns€s,
durs et ont une mauvaise stabil ité dimonsionnelle (les Nos 1, 5 st 16 sont parti-
culièrement médiocres). Les chénss Nos 4 st 14 sont sn r€vancho parmi les
meilleurs,

On voit que lês €ff€ts d'uns augmentation ds croissanca pour un arbre
donné sont négatifs : la proportioD do vaisseaux décroît. d€s fibr€s apparaissent
en plus grand nombre : arbres 7, 13, 17, 18.

La sylviculture actuelle des ( grands crus r dê chên6 rest6 donc prudsnlo
en mainBnant des cernes réguliers st très fins, d'où des révolutions extrémê-
ment longues.

Or, des recherches conduitos dans notrÊ laboratoire sur un grand nombre
d'arbres ont permis de m€ttre en évidcnce dei chên€s à accroissêments larges ot
de bonnê qualité [13]; un sujet remarquable à c8t égard est le no 2 qui pré-
sente des cernas trois fois plus larges que le no 1 et une qualité bien supé-
rieure.

La mise au point récêntg d'une têchnique de bouturage du ch€ne par reiet
de souches [14, 15 et 16] permet mdntenant la multiplication végétativê de ces
rejets : €lle est l'outil précieux qui pirmet d'envisagsr sous c€rtaines conditions
l'8rrélioration de la qualité du bois d€ chanê par la voie asexuée.

c) Êxploitrtion de la vadabilité de la qurlité du bois de chânc

On a vu qu'à l ' intéri€ur d'une forôt. voirs d'une parcê116, la variabil ité de
la qualilé esi extraordinairs et qu'il exist€ dss individus d'excellente qualité ayant
une bonne croissance : la séloction dê tsls individus, leur multiplication végéta-
tive permettrait d'envisager un€ sylviculture beaucoup plus int€nsive du chêne
sans craindre unê chut€ de la qualité
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Encore faut-il que cette faculté de produirs rapidement un bois de qualité
tranchag€ soit héréditaire (au sens larç) €t qu,en outre les plants issus de bouturs
se comportent convenâblement.

C'êst dans cet esprit que des études de variabilité clonale sont actuellement
entreprises par notre Stâtion (incluant l,étude du devenir des plants) avec mesures
des caractéristiques anatomiques dès le plus jeune âge à l,aide d,un anaryseur
d'imag€s (fig. 7). On peut râisonnablement espérer qu,elles confirmeronr res
valeurs ass€z fortes d'héritabilités obs€rvées sur d'autrês essences oour d,autres
critères de qualité du bois. Un élémsnt positif militant dans cê sens est la Dersis-
tance à l ' intérieur d'un même individu de la qualité du bois, ce malgré des condi-
tions climatiques variables d'une année à l 'autre. Ainsi I 'arbre no 8 présente-t-i l
une zone initiale de largeur relativement constânte et peu de fibres, quelles que
soient les années. L'arbre no 22 prés€nte lui aussi une qualité assez stable, même
si elle est médiocre.

d) Conclusion

Nous avons voulu par cet exempls montrer les étapes de notr€ réflexion
d'un cas concret : définition de I'obiectif, des caractéristiqu€s anatomiques cond!
tionnant la qualité du produit, des facteurs pouvant faire varier le plan lignoux :
rythme de croissance, hérédité. C'e$ en se penchant sur le plan ligneux lui-
même, et non plus sur une variable synthétique telle que la densité. que l,on
pourra mieux cerner l'influence des différentes sources de valiation, Le rôle de
l'analyseur d'images dans ce genre d'étude pour quantifier objectivemsnt I'impor-
tanc€ des différents types de callules du bois est ess€ntiel.

LÊS APTITUDES PAPETIERES

Le but recherché dans l'appréciation des qualités papetières est de connaitre
l'influence de tous les facteurs forestiers sur ces caractères êt, parmi ces facteurs,
d'estimer la pan de l'héritabilité du rendoment en pâte et des longueurs de fibres.
La variabilité individuelle de ces caractères qui ouvre la possibilité de sél€ction et
d'amélioration oblige à pratiquer de nombreuæs mesures et cette difficulté est
accrue par l'hétérogénéité naturslle du bois qui se manifeste dans la t€chnologie
PaPetière.

a) Les facburs foreitiors d€ l'onvircnnemont influongant les quatité: papotiàrgr

Lorsque I'on examine un caractèr€ nouveau de la qualité du bois, on cons-
tate qu'une grande psrtie des factêurs forestiers exercent leur influence. Ainsi,
la rochernère, le sol. le climat imposent un fort ellet sur le rendoment en pâte
comme on a pu l'obs€rver pour une méme esgèce Pinus brutia sur deux rocnes-
mères différentes : gabbros et péridorite, à dsux altitudes différentes. Les varia-
tions local€s d€ la nature du sol ont été mises en évidence dans des Dlantations
comparatives de Pin laricio de Corse dans l€squ€ll€s les mêmes familles n'avaient
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Wffi,,
Fig, 7 - Comparaiton dc la quolité du bois d. difféûntt chtnêt : éch.nti ont d6 chên.s
ptélotés saivaot un ftyd, (positifs de rddiogrephiel.

No 1 - 2 - 12 - l3variabilité d€ la structuro du plan ligneux dos chânos.
No3-4- 14- lschênes à boi3 $ndre et accroissomonts annuala étroits modàl€ idéal do

la sylvicult!É traditionnollo du ch6ne.
N: 1 - 5 - 16 chones à bois dur €t eccroissements larg€s.
N' 6 - 7 - 17 - l8 offets de l'âccélération do la croislancr : zones d,accroiss€mants succoiaifs

^ largos (bois plus dur) ot étroits (bois plus tendr.) sur læ m6.no5 individus.
N" 2 - 8 - 9 - 10 - 1' l  -  19 - 20 - 21 -22cfi îasàboistsndr€oràaccrorsssmonts

laages.
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pas le même comportement s€lon leur situation dans le dispositif. L,âge d€ l,arbre,
dont l'âge des diflerentes assises génératri@s, influencg lui aussi le rendement en
pâte et la longusur des fibres (fig.8).

b) Lcs facirun anatomiquo. du bois €t l€r qualit& pepetièrus

La présence de bois de réaction, ds comprêssion chez 1e3 résineux est une
source d'hétérogénéité pour les carastères papetiors. L,anisotropie marquée au
même niveau dans l'arbre suivant différents rayons dans le plan d'un€ seqtion
transversale (fig. 9) localis€ précisémênt le bois de compression dans les dia-
gramm€s polaires des rendements en pâte.

Le bois de compression prés€nte des différencss caractéristiques par oppo-
silion au bois normal diamétralcment opposé du point ds vu€ de la largeur oes
cernâs et da la variation de la densité dans I'accroiss€m€nt annuê|. Ainsi, un pin
maritime (Pinus pinaster) pÉ!f,'îte unô dissymétrie importante sur 11 années à
partir de lâ mælle (fig. 10). Cette différenco est aussi s€nsible pour les longu€urs
de fibres dont la val€ur moyenne est beaucoup plus faible (fig. l O et 1 l ),

. La fenilisation des peuplemonts forestiers par apport d,engrais phosphaté,
d€ potassium et d'azot€ donne un gain de croissance éieve poui les arores cnez
l€ Pin maritime des Landes,.et si son sction ne fait pas diminuer le renoem€nt
en p6te globalem€nt, elle âccuse la dissymétrie êntre le bois normal opposé au
bois de compression (fig. 12) en ab€issânt le r3ndemsnt dans ls bois ds compres-
sion correspondant. Par ce biâis, la fortilisâtion aff€cte la qualité du bois.

La struaure de l,accroi3s€m€nt annu€l décrito par les enrsgistremsnts dê
dsnsité peut être mise en corrélaiion avec les propriétés papetiàr.s. Ainsi, t€
découpags de l'âccroissêmont annuel ên largeur suivant différentes zones (fig. 3)
compris€s entre des niveaux de densité successifs, psrmet de retrouvgr lgs zon€s
de faibles densités liées négativom€nt avec l€ rendemsnt en pâte et les zones oe
fortes densités lié€s positiv€mênt avoc le rendemsnt sn pâts pour l,€spècs pseudot_
suga menziesii ou douglas. Dans les dêux cas, css liaisons sont très iortes et four_
nrssent un moyen de sélêction sntrs différGntes provenancos.
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Fig. 9 - Oiqnmmê polôira difféûntiel &s ûndêmct ts at pâiô tu une sction trsoyèrsalo
d'vn Oouglat Pw)dotsuga Monaiatii) : boit normal ot boit de coûpt',stion.
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TABLEAU I

Coefficients de coffélation exisânt entrc le rcndement en pâE et le % de la lar
geur du ceme entre deux niveaux de densité succeJsifs et le % en poids de bois

entre ces mêmês nivaaux.

(1, s.uil dr significstion 1 o/æ

l2l S€uil do significâtion 1 %.

v. coNcLUsloN

L'étude de la qualité dôs bois tiendra touiour, "otp* "ott" dans le passé
de I'aspect extériour de l'arbre rattaché aux qualités dô form€ du ftt qui résultent
du mods de sylvicullure appliqué à une espèce donnée. Mais, dans l'avenir, elle
portera de plus en plus sur l'accroissement annusl dâns l'arbre qui 6st I'unité la
olus cohérente et la misux définissable.

La structure du plan lignoux, qui est une caractéristiqu€ de chaqu€ espècê,
pout étre modifiée dâns une certaine mesure par les facteurs naturels de la pro-
duction torestière et par les intervêntions humaines artificielles. Les modifications
peuvent port€r sur la proportion relative et la répartition des fibrss, dss vais-
seaux, des rayons ligneus et d6s autr€s éléments anatomiques du plan ligneux,
et aussi sur des caractéristiquss morphologiques de ces fibres : longueur, épais-
seur das parois, diamètre des câvités cellulaires.

La variabilité qui existe entre individus (fig. 7) et l€s valours fortes d€
l'héritabilité des caractères ds qualité des bois permettent de fonder dês espoirs
raisonnables de sélôction et d'amélioration des ess€ncss forestières.

G/DM3 D min i
lD2W

D 250
/D 350

D 350
lD 450

D 450
/D 550

D 550
/D 650

o 650
tD 750

% larg€ur
0 , 7 1 9  ( t ) -o,227 -0,091 + 0.293 + 0.589 (2)+ 0,789 (r

% poids
0.791 ( r  ) - 0,357 - 0,298 + O,O12 + 0,517 (21 0,802 (r
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On some occasions, celebration of an 

anniversary unavoidably prompts to 
scrutinize more closely the future, on the 
basis of current and past events. This is 
indeed the case of the 40th anniversary of 
Cellulose Chemistry and Technology, with 
respect to the conjunction of two deep-seated 
social phenomena, namely the strong 
renewal of scientific interest for the 
cellulosic products as clean sources of 
energy and polymer materials, and the rising 
promises on the possibilities offered by the 
so called ‘electronic edition’, to improve the 
efficiency of knowledge communication. 
 Under such circumstances, and 
considering first the past developments and 
events, this anniversary allows emphasizing 
and acknowledging the lucid and 
independent editorial policy of the Editors, 
who enforced Cellulose Chemistry and 
Technology – our “CCT”’ – as an 
indispensable international journal. As 
unambiguously shown by the diversity of 
both the national belonging of the authors, 
and by the extent of the professional 
expertises of the papers, combining academic 
and technological interest, this editorial 
policy has tenaciously responded to a 
scientific requirement and as such, it has 
strongly  contributed  to  the  development of  

 
open and free scientific exchanges in this 
specific domain of cellulosic compounds.  

Furthermore, the past settling and the 
present concern of this editorial diversity, 
extended in the direction of, for example, the 
diversity of the natural resources and of the 
environmental cleanness of products and 
technologies, also exactly respond to the 
existing imperious need for large and free 
exchanges of scientific information, 
necessary for a sustainable management of 
our contemporary human society.  
 Looking then to the future, one has to 
also emphasize that the whole suite of the 40 
Cellulose Chemistry Technology volumes 
settles a precious collection of relevant data 
deserving certainly future renewed interests! 
Such a statement could somewhat appear 
provocative as concerning ‘old papers’ and 
‘old ideas’, most often reputed as ‘out of 
any’ of the ‘today competitive ... Science’. 
This is absolutely not the case. In fact, as 
time fleets, the significance of some 
concepts, even of scientific nature, changes 
continuously, following the advances of 
recent observations and experimentations. 
Thus, the related meaning of the statements 
in ‘older’ papers has to be revisited, 
accounting, however, for the unchanged 
exactitude  of  the experimental observations, 
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on accepting that even the understanding of 
the whole texts is sometime renewed. 
Obviously, this ought to be particularly the 
case when an original idea emerges as a new 
and steadily renewed concept. A clear 
illustration that both these facts and 
statements are not a kind of illusive funny 
idea, ‘i.e. une illusoire vue de l’esprit’, can 
be found if looking back into the ‘old’ papers 
of any scientific journal and thus of course, 
in … CCT. This has been the case during the 
emergence of the ‘molecular’ concept of 
cellulose and of lignin, more than one 
century ago. This is currently also the case 
for the ‘macromolecular’ organisation of 
lignin in diverse plant cell walls; a source of 
thorny contemporary controversy, this last 
theme will be only squished here. 
 As a first example, the ‘molecular’ 
concept of ‘cellulose’ and of its 
‘homogeneous long chain’, the ‘only one 
page’ answer by K. Freudenberg, printed in 
1977 in the 11th  CCT volume, is particularly 
relevant, as he makes clearer an eulogistic 
comment by Herman Mark,1 published in 
1976. In fact, Mark’s statement that ‘some 
confusion could have been avoided if the 
results of Freudenberg’s experiments on the 
acid hydrolysis of cellulose around 1921’ 
had been expressed ‘with stronger emphasis’. 
In addition, it could be now also suggested 
that the even … ‘scientific’ minds were not 
ready to ‘understand’, ‘combine’ or ‘com-
prise’, (i.e., to etymologically ‘clearly take 
and bind together’), some of the original 
experimental ‘data’ and the new meaning of 
the corresponding term of ‘knowledge’, as 
the concept of ‘cellulose’ as large molecule, 
to be later on systematized by Herman 
Staudinger. 
 Resuming now to the ‘macromolecular’ 
concept of lignin as a second and last 
example, it is amazing, but certainly not 
surprising, to find a similar illustration in 
CCT, again and again, from the part of K. 
Freudenberg, in 1978 volume 12, who 
presented some retrospective views on 
solved and open questions concerning lignin 
and ... polysaccharides! On one hand, 
looking again into the history of cellulose 
chemistry, Freudenberg wisely recalled a 
spectacular diatribe, i.e. “sehr hohgespielte 
Kontroverse”, between two well-known 

experts in the field, strongly stating that, as 
previously emphasized here, ‘a proper study 
of the literature soon published could had 
avoided such a controversy and the related 
cumbersome publications’. On the other 
hand, looking into the future of lignin 
chemistry, Freudenberg then stated, with 
regard to its macromolecular structure 
organization, that ‘perhaps lignin would be 
not so much macromolecular as previously 
admitted’ on the basis of synthetic models 
studies,2 a view also clearly expressed by H. 
Staudinger.1 It is however still possible to 
find, in some recently published ‘current 
opinion’ publications, papers challenging 
with strong emphasis this late statement of 
Freudenberg, starting from the contradiction 
of his earlier, so-called ‘assertions’ and/or 
‘claims’ with references to ‘older’ 1965, 
1968 and 1969 papers. Determined to avoid 
here any new controversy, it is enough to 
suggest that such an unexpected challenging 
could well result from the difficulty to 
explain ‘new’ specific concepts by using 
‘old’ generic ‘words’, as later discussed here, 
as well as, again, from a lack of ‘a proper 
study of the literature’, mainly due to the 
difficulty of extensively exploring, in a 
limited period of time, an ever increasing 
number of more and more specialized 
publications in different thematic domains. 
Obviously, this type of difficulty is 
particularly characteristic to any 
multidisciplinary scientific domains and 
related themes; it is of course particularly 
provoking not only the chemistry and 
technology of cellulose- and lignin-based 
products but also lignocellulosic plant cell 
walls.3 
 This is therefore the main reason why the 
question of the ‘transmission of knowledge’ 
was stated here in the title, on this 
anniversary occasion. This question can be 
now more exactly expressed as focussing on 
the ‘current query of new possibilities of 
optimisation by mixed use of paper- and 
electronic-tools for the transmission of 
knowledge’, that is, with the aim of sharing, 
and not monopolizing knowledge, as 
common ‘know - what, - how and - why’. 
 Remembering that the complexity of this 
difficult question has been debated, at least 
since the invention of writing,4 only one 
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suggestion will be here expressed as ‘Good 
Anniversary Wishes’, which has to be 
necessarily concise, namely: to have a ‘new 
look’ at the whole collection of the 40 
volume of CCT ‘papers’ as a ‘precious 
deposit’, etymologically a kind of sleeping 
‘treasure’, i.e. a ‘thêsauros’.5 It is thus 
wished to look now this collection also as a 
potential source for a fresh documentary 
‘recollection’, ‘recueil’ in French, by a 
conversion first as a ‘data-’ and then as a 
‘knowledge-’ electronic base. Of course, 
these two wishes are established following 
some of the contemporary fascinating ‘trusts’ 
on the outlooks of the possible electronic 
editions, transmissions and exchanges of 
numeric documents through informatic 
networks.6 
 As a ‘data-base’ source, this conversion 
would require a ‘simple direct’ re-edition of 
the entire set of publications deposited ‘on 
paper’, as CCT documents, from the 
‘alphabetic’ printed book form into a set of 
‘numeric’ electronic files, as it has already 
been done for some other scientific journals. 
This conversion could be either ‘complete’, 
concerning the entire papers, or ‘limited’ to 
short extracts, including, for example, only 
the summary, standard bibliographic 
references and the list of the cited references. 
Following the idea that everyone becomes 
soon experienced when simply searching 
selected items in such data bases, one has 
nevertheless to stress the essential difficulty 
of ‘catching’ the right data and names related 
to ‘new’ or ‘partially known’ concepts by 
means of ‘previously-well-defined-words 
and -key-words’, which remain necessarily 
unclear in this respect, once they express 
only ‘old’ concepts.7 Specific to such type of 
research, this difficulty could express the 
major fear of such endeavour, namely 
appearing as trivial for the ‘established’ 
concepts, but certainly not for the ‘emerging’ 
one.8 
 As a source of a ‘knowledge basis’, this 
conversion would require, in addition to the 
conversion of ‘numeric editions’ as 
‘electronic files’ just previously discussed, a 
systematic and specific construction of a 
classification of each of the published 
‘papers’ according to a hierarchical 
arborescence of ‘topics’, corresponding to: 1- 

scientific and technical domains, 2 - 
speculative and scientific, ‘pure’, generic 
themes, and 3 - empirical and technical, 
‘applied’ sub-themes, such a classification 
bringing thus closer, both materially and 
conceptually, for example, an ‘archive-box’ 
as a sub-theme, along with ‘set of boxes’ as 
themes.9 Allowing a simpler systematic 
construction of implicit and explicit links and 
hyperlinks between ‘words’, ‘data’ and 
‘concepts’, this type of construction is 
expected to favourize a more exhaustive, 
crossed and cyclic exploration of any 
collection of publications organized as 
networks of knowledge, again by using ‘old’ 
words to find ‘new’ concepts. On leaving 
aside the type of support – printed versus 
electronic –, such a network, designed to 
crossed cyclic exploration, is thus formally 
and etymologically ‘encyclopaedic’ and thus 
generally applicable to any system of 
knowledge. Focussed on lignin and plant cell 
walls chemistry and technology, a 
corresponding illustration can be found in a 
set of ‘documentary recollection’, named 
ReDoc for ‘Recueil documentaire’ in 
French, recently developed at INRA.10 
 To conclude with, looking back to the 
‘thesaurus’ of the 40 CCT volumes already 
published ‘on paper’, it is whished that both 
the courageous actual editorial policy and the 
paper edition format will be safely 
continued, suggesting, for the future, 
launching of some ‘electronic’ edition, based 
on full ‘papers’ or ‘limited’ to short extracts 
of theirs, thus better supporting the 
indispensable free exchanges of scientific 
and technical knowledge, preparing the 
future, extended utilization of cellulose- and 
lignin-based compounds as environmentally 
safe biological and agroindustrial products.  
 
REFERENCES AND COMMENTS 
1 K. Freudenberg, A glimpse on the early 
chemistry of cellulose, Cellulose Chem. Technol., 
11, 127 (1977); see also ‘Von Emil Fisher zur 
molekulare Konstitution der Cellulose und 
Stärke’ by K. Freudenberg, 1967, Chem. Ber., 
100, CLXXII- CLXXXVIII, concerning some 
similar ‘meanders’ during the emergence of the 
concept of cellulose as a ‘macromolecule’, also 
later revisited by Herman Staudinger in his Nobel 
lecture, www/Nobel site. 

LES  POLYMERES  VEGETAUX  Vol. 2 - part 1

185/529

bernard monties
Texte surligné

bernard monties
Texte surligné



Bernard Monties 

 688 

2 K. Freudenberg, Rückblick auf gelöste und 
offene Fragen der Chemie der Polysaccharide 
und Lignin, Cellulose Chem. Technol., 12, 3 
(1977); in agreement with Freudenberg’s well 
predicted interest on the ‘synthesis of model 
lignin compounds’ as a method to explore the 
variability of lignin macromolecular organisation; 
see also Lairez et al., Biomacromolecules, 6 , 763 
(2005), and B. Monties, Cellulose Chem. 
Technol., 39, 341 (2005), for the corresponding 
hypothesis on the self-organisation of the 
enzymatically-induced but thermodynamically-
driven mechanisms, during chemical synthesis 
and biosynthesis. 
3 Concerning the ‘lignified plant cell walls’ 
concept, a convincing illustration of the present 
need and interest on multidisciplinarity can be 
found in 19 papers, from ‘biomimetic 
composites’ to ‘polymorphic genes molecular 
biology’ including both ‘in vivo – situ’ and ‘in 
vitro’ cytology, physic and chemistry, and 
especially in the foreword written by A.-M. 
Catesson, on a ‘thematic issue’ of the Comptes 
Rendus à l’Academie des Sciences (Paris), C. R. 
Biologies, 327, 775 (2005). Looking more into 
the past may also provide similar illustrations in 
addition to some amazing views on the time 
taken for the emergence and clear 
acknowledgement of concepts such as ‘lignin’. 
For example, limiting here the choice exclusively 
to ‘old’ papers included in these ‘Comptes 
Rendus’, the comparison of Reports and 
Communications by Payen (C. R., 8, 51 (1839)), 
Fremy (C. R., 48, 862 (1859)) and Bertrand (C. 
R., 114, 1492 (1892) and C. R., 209, 733 (1939)) 
is more than sufficient to follow the progressive 
identification of the chemical composition and 
heterogeneous properties of the ‘compounds now 
called lignins’. The two headings of C. R., by E. 
Fremy ‘Chimie appliquée à l’anatomie végétale’ 
(C. R., 83, 1136 (1876)) and ‘Chimie appliquée à 
la physiologie végétale’ (C. R., 48, 862 (1859)) 
are particularly clear with respect to the need of 
multidisciplinarity, as well! Obviously, similar 
illustrations could be found in the German, 
English, etc., literature, which can not be 
presented here. Some recent brief ‘historical 
outlines’ can be found in the chapters elaborated 
by Brunow, Dean, Hatakka and Monties for the 
volume ‘Biopolymers’, (vol 1: Lignin, humic 
substances, and coal, edited by M. Hofrichter and 
A. Steinbüchel, 513 p., Wiley-VCH, 2001), citing 
‘older’ books and reviews. 
4 As to the invention of ‘writing’ during the 
mythic Egyptian high antiquity, of ‘written 
works’ which should, according to their inventor, 
‘increase the knowledge and the remembrance of 
Egyptians’, Plato soon emphasized, at least two 
times, in a Letter (VII, c°: 342) and a dialogue, 

Phaidro (c°: 274), the fear of the written 
documents, deploring more the ‘fixed, static form 
of the written text’ than the fear of ‘forgetfulness, 
due to a too large confidence to writing, leading 
thus to neglect the resort of remembrance’. Even 
more, a third type of fear explicitly concerning 
the ‘mercantile operations in private education by 
sophists’, and thus, implicitly, ‘the merchant use 
and the civic bases of the rights of knowledge-
property’, is intensely discussed in at least two 
other dialogues of Plato (Sophist: c°: 224b; 
Menon: c°91 c-d).  
5  With reference to the current common sense of 
the term ‘words’ and of its evolution versus some 
related concepts, it is funny to recall that, to the 
best of our knowledge, even the origin of the 
word ‘treasure’ still remains unexplained! The 
concept has been tentatively related, at least in 
the case of hypothetical classic Greek etymology, 
to a ‘place of deposit’ (Chantraine, Dictionnaire 
etymologique de la langue grecque, p. 436, 
Klincksieck (Paris), 1999) but, apparently, it is 
not currently associated with the concept of 
‘value’, now occurring in the ‘documentary 
thesaurus’ and more likely in the merchant use4 
of some ‘data’ bases. 
6 Concerning this ‘trust versus fear balance’, it is 
first assumed as ‘trusts’: 1 - any numeric 
document, ‘new’, original or ‘old’, converted 
from ‘on paper’ editions, will be then much more 
easily stored in more compact and durable 
supports; 2 - these new supports will allow, by 
means of informatics automated research 
‘motors’, more extended, exhaustive and rapid 
identification and location of the searched 
‘topics’, as follows: a - images as ‘whole 
symbols’, and b - keywords as ‘sequences of 
numeric characters’: letters, truncated and entire 
words, combinations of words…; 3 - the three 
ingenuous ‘Socratic’ fears just cited before4 may 
became temporary; 4 - a last dilemma, on the 
possible identification of some ‘new’ concepts on 
the basis of ‘old’ words could be solved when, 
for example, converting and reorganizing ‘data-’ 
into ‘ knowledge-’ as documentary bases, as later 
discussed here. 
7 Some diverse, recently published ‘current 
opinions’, based on the keyword ‘lignin’, now 
used under different meanings in various domains 
of molecular and polymer chemistry, 
biochemistry, biotechnology, biomechanics and 
wood- or pulp – paper- technology, could easily 
elucidate such cases. As, however, they sometime 
seem expressed in self-willed conflicting forms, 
as earlier,2 they are not considered here any more. 
8 Most of these questions result from the fact that 
the ‘meaning’ of the words is progressively 
adapted according to the specific advances in 
each of these domains and thus it is changed in a LES  POLYMERES  VEGETAUX  Vol. 2 - part 1
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way unperceived by most of the non-specialists, 
and even more by the electronic ‘automates’ 
which collect the corresponding old ‘words’ 
either as such or as a highly elaborated, but 
irrelevant corresponding chain of numeric 
symbols and characters. An even worse situation 
could occur when, simultaneously, the significant 
word itself changes. This happened only few 
decades before, when mainly biochemists and 
botanists simply started to use the plural ‘lignins’, 
which is now the case of the macromolecular 
organisation of lignins in secondary plant cell 
walls (see for example, the commented references 
(2) and (3)). The situation can be even worst, 
becoming an automated nightmare, in the case of 
the emergence of a concept under quite different 
‘names’, selected according to their generic 
characters. Looking back again, a wiser and more 
clear illustration can be provided with the 
concerted emergence of both the word and 
concept of ‘lignin’, as found in some ‘at least one 
century old’ French ‘papers’. The word ‘lignine’ 
was indexed as early as in 1819 by the botanist de 
Candolle (Théorie élémentaire de la botanique, p. 
454 - glossologie, Deterville (Paris)) who 
enumerated the rough solubility and fractionation 
characters, much more precisely reported later in 
1832 by a chemist (Physiologie végétale, § 5: De 
la lignine, p. 194, Bechet J. (Paris)) with 
reference to the 1796 study by Fourcroy and 
Vauquelin on the ‘spontaneous effect of 
concentrated sulfuric acid on plant and animal 
substances’ (Annales de Chimie, XXIII, p. 186 
(1795)). Thinking as a physiologist, de Candolle 
explicitely stated in 1832, possibly without an 
enough ‘strong emphasis’ ... , that under the name 
of ‘lignine’or ‘ligneux’, chemists ‘confused two 
physiologically distinct compounds’; he also 
denominated the concept of ‘matière ligneuse’, 
suggesting the occurrence of botanical 
differences and physiological variations. This 
‘heterogeneity’ was later on experimentally 
established by Payen and described in a suite of 
commented reports and memoirs (Payen, 
Mémoire sur la composition du tissus propre des 
plantes et du ligneux, C. R. Acad. Sci., 7, 1052 
(1838), Dumas et al., Rapport sur un mémoire de 
M. Payen relatif à la matière ligneuse, C. R. 
Acad. Sci. , 8 , 51 (1839)  and also Ann. Sci. Bot., 
2nd Ser., 13 , 305 (1840)) in which, according to 
the C-, O-, H- atomic ratio, the concept and name 
of ‘cellulose’ was clearly established; this was 
not the case of the word ‘lignine’, not used as 
such, even when exactly conceived from its 
atomic composition! Ironically, the same story 
could be told for the other later created ‘names’, 
such as ‘lignose’, ‘lignol’, ‘lignone’, ... now 
unused and already forgotten, similarly with 
‘fibrose’ and ‘vasculose’ of E. Fremy, exactly 

conceived however. Even when the significance 
of the corresponding concepts was relevant, still 
remaining scientifically sound, the semantic 
diversity of such names, perceived only as ‘data’, 
were viewed  and are still felt as highly stressing, 
strain and time consuming, once their detection 
assumes automatic devices based on ‘simple’ and 
even ‘combined signs’ – letters, words, 
keywords,... included in ‘data’ bases. As later 
outlined here, a potential solution of this ‘fear’ 
could be the possible identification of these 
‘names’ not according to their ‘signs’ only, but 
also according to their ‘sense’, to be grasped on 
the basis of related ‘concepts’ and thus, as 
expressed in the literature, according to the 
‘scientific’ links to their specific properties or 
‘generic characters’, up to their expression in 
‘one-word-only’, according to the ‘knowledge’ 
indexed in the corresponding ‘data’ base. 
9 As a mater of fact, each ‘sub-theme’ of this 
classification corresponds to the smallest set of 
diverse ‘papers’ perceived as sharing a 
sufficiently large generic sense. Materially, in a 
large book stand, a sub-theme may correspond to 
the title and heading given to one of the archive-
box, where the sets of collected ‘papers’ have 
been logically or intuitively arranged. The 
definition and determination of the hierarchical 
position of sub-themes, themes and domains, has 
to be first viewed as relative to both the state of 
knowledge of the authors and to the place and 
date of base elaboration. In time, they should be 
changed as a function of the technical and 
scientific advances recorded. Roughly speaking, 
with respect to these unavoidable changes, the 
electronic edition would allow unexpected 
possibilities to quickly and exactly express 
original ideas, inventions and new concepts by 
‘copy-and-paste’ re-organisation of parts of both 
‘new’ and ‘old’ documents. Here involved is the 
other fascinating trust which remains, however, to 
be reconciled with the fearsome question of the 
‘property’ and ‘merchant’ uses of knowledge, 
soon recalled.4 
10 This type of ‘recueil’ has been recently 
developed at INRA, on the basis of a collection of 
‘papers’, more than 8000, concerning the 
lignified plant cell walls, which were classified 
into 4 main domains: biological chemistry (C), 
metabolic biology (B), physical organisation (O) 
and lignocellulosic products (P). Of similar size, 
each domain was organized according to a 
hierarchical list of 10 themes and 60 sub-themes, 
each one corresponding to an archive-box, as 
described in the text. Also, the headings of these 
260 thematic lists, the indexed lists of references 
and the hand-annotated copies of the first page of 
the 8000 ‘papers’ were printed under 
‘exchangeable’ formats, such as PDF or HTML, LES  POLYMERES  VEGETAUX  Vol. 2 - part 1

187/529

bernard monties
Zone de texte
ReDoc

bernard monties
Droite

bernard monties
Gribouillis

bernard monties
Texte surligné

bernard monties
Zone de texte

bernard monties
Zone de texte
clic here for the next

bernard monties
Zone de texte



Bernard Monties 

 690 

using the commercial current software adapted to 
the conversion of texts and images as numeric 
files. These files were then assembled as 
electronic PDF ‘file of files’ under the acronym 
‘ReDoc’, for ‘Recueil Documentaire’, in French, 
or documentary recollection (see above). Finally, 
they were organized as knowledge bases, by 
insertion of re-adaptable hyper-links between the 
data, keywords, images and thematic concepts. 
Several types of ReDoc have thus been 
constructed by hyper-linked combinations of 
relatively ‘big, medium and small’ files, of 
around 200, 50 and 10 Mb, corresponding, 
respectively, to the lists of ‘annotated images of 
the first pages’, ‘indexed bibliographic 
references’ and ‘ hierarchized thematic concepts’. 
Such a distributed organisation of files was set in 
order to more easily keep ‘up-to-date’ and/or 
reorganize these individual files. Characteristic of 
ReDoc, this construction also allows a more 
‘dynamic’, evolutive possibility of collection, 
transfer and exchange of knowledge with such 
‘electronic’ recueil,  comparatively with the 
‘written or printed on paper’ ones, soon 
considered as more ‘static’.4 Each ReDoc has 
been arranged as a triple set of files resuming, 
respectively, the thematic order, the reference 
lists and papers extracts, an arrangement which, 
for example, leads to a triade of files of about 500 
Mb for 1000 pages, when describing each 
domain, a real Enneade, in the case of the four 
previously cited domains (C, B, O and P) of 
about 2 Gb.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

As expected, such constructions allow an 
automatized exploration, using keywords and 
current research motors, in only a few minutes. 
Each ReDoc can be further ‘renewed’ as a 
conceptually new ReDoc by insertion under PDF 
format of files of new topics and ‘re-organized’ 
versions by the copy-and-paste procedure of the 
selected parts. In this respect, the ‘Socratic’ fear4 
on the limited advantages of the transmission of 
knowledge ‘written on paper ’could perhaps be 
erased? At the moment, however, a still in force 
constraint of the ‘properties rights’ still impedes 
any public diffusion of these ReDoc; by chance 
and necessity, any transmission ‘for private use 
only’ is however possible, and can be done ‘on 
request’. Such type of construction has thus to be 
generically perceived as a model tool allowing a 
more rational driving and programming the 
research activities but, certainly, not the expected 
corresponding discoveries and inventions, which 
as obviously unknown ... remain ‘not 
predictable’... , and thus imperatively require 
entirely free exchanges and transmission of 
knowledge. 
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This review is strictly focussed on macromolecular chemistry Views concerning the
relations between the molecular structure of lignins. the possible self-organisatiàn of
lignin netrvorks during plant cell walls lignification and the mechanical properties of
rvoody plants and of their related products (pulp and papers, rvood as composite
material). Recent advances in genetic manipulations and biotechnolôgical
improvement of lignification cell walls and related products is emphasiz"à ut
introduction. Then, the molecular organisation of lignins, the supramolecular aspects
of lignification and, finally, some mechanisms of chemical morphogenesis and
biomimetic synthesis are reviewed. A spatial-temporal model, combining activation
and inhibition effects, is proposed to accountthe formation of Iignin clusters observed
during in situ lignification and in virro synthesis of lignin polymers (DHp). This
model and the conesponding molecular organisation hypothesis are discussed in
relation to the so called 'self-organisation' effects, as depending on the cooperative
interactions betiveen cell wall components, including water, on autocatalytic initiation
of lignin polymerisation by peroxidases, and on some physical and chemical
intermolecular chain arrangement and rearrangement observed or suggested to occur
d{ing chemical pulping and mechanical deformation of r.vood. An English translation
of this paper, more exactly expressed hêre in French, is in preparation for 'Internet
open access', as the last of three reviews concerning the 'biological variability the
states and processes of lignification' and the corresponcling 'mechanical behaviour of
woody plants and products'.

Key words : plant cell wall. xylem, morphogenesis, self-organisation, cooperative
interactions, metachLromatic behaviour, paper, wood material, cellulose, hemicellulose.
pectin, lignin, lignin polysaccharide complex, LCC, DFIp, fibre.
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INTRODUCTION

Bernard lvlonties

Durant ces vingt dernières années, les progrès significatifs en matière de
biologie moléculaire végétale ont permis de mieux connaître la multipticité des
voies de métaboliques ainsi que la complexité des mécanismes génétiques qui
contrôlent la biosynthèse des unités monomères constitutives des iigninès.
Complémentaires des connaissances établies déjà par les chimistes, polyméristes et
mécaniciens des tissus de soutien végétaux, des bois, des pâtes et des papiers, ces
avancées ont suscité de grandes espérances en matière de valorisation de ces
composés lignocellulosiques naturels et de leurs produits dérivés : bois, papiers. De
nombreuses publications et revues détaillées ont illustré cet engouement et les
espoirs suscités par la possibilité de manipulation génétique de la lignine et des
propriétés de ces produits lignifiées : seulement quatre d'entre elles, parmi les plus
récentes et exhaustives, ne sont citées ici qu'à titre d'exemples,r't fuui" de placô.

Dans les domaines moléculaires de la biologie, des manipulations génétiques
avancées ont, en effet, contribué à faire mieux identifier la diversité des 'lignines
transformées', la variabilité des parois lignifiées correspondantes ainsi que la
plasticité génétique et épigénétique des états et des processus de lignification. par
contre coup, elles ont aussi conduit, à retrouver plus exactement et à reconnaître
plus généralement, certain,des aspects caractéristiques des 'lignines naturelles' déjà
bien identifiés et définis' dans les végétaux non transformés. Telles sont par
exemples, dans les domaines de la biochimie, la variabilité de leur composition
monomérique et des types de liaisons entre monomères des diverses lignines l'5
ainsi que, dans les domaines de cytochimie et biologie générale, ieurs Jifférents
types de localisation subcellulaire et de morphologie tissulaire observées entre les
cultivars, les variétés, les espèces, les écotypes et les mutants.3'6 Ces caractéristiques
originales étaient pourtant déjà très clairement envisagée et discutée en détail dans
les ouvrages 'anciers', édités respectivement dès 1952 et l97l par F.E. Brauns et
par K.V. Sarkanen,"o pu, exemple.

Dans la perspective actuelle de valorisations des composés lignocellulosiques
évoquées plus haut, la situation est pourtant devenue plus compliquée en terme de
I'interprétation des résultats de ces transformations et donc de la prévision des
effets de ces manipulations génétiques.

Ainsi, au plan de la prévision des résultats tant mécaniques que papetiers, des
effets spécifiques et parfois très spectaculaires, d'ingénierie génétique ont été
prévus et obtenus quand à la composition en monoméres et leurs modes de liaisons
entre monomères.''" Concernant des gènes particuliers à la biosynthèses des
monomères, Çes transformations pourtant bien ciblées, ont cependant permis de
constater I'existence de multiples 'autres effets imprévus' snr les lignines en tant
que polymères,eu ainsi que 

-. 
sur les parois végétales en tant qr.r. systèmes

macromoléculaires organisés.nb Ces effets inattendus sont en générai giobâlement
expliqués en termes d'interactions et régulations métaboliqu.t'o et génétiqu.s.'De,
effets comparables, de Upes pléiotrope et épigénitique ont été d'ailleurs rapportés
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aussi chez des mutants et cultivars de plantes non manipulées.rl-r3 Affectant la
structure et la biosynthèse et donc I 'organisation pariétale non seulement des
lignines, mais aussi des celluloses et des autres polymères osidiques, ces
observations ont rendu plus diff ici le I 'analyse moléculaire de ces effets, et donc la
prévision fine des propriétés ultimes des parois végétales et des produits dérivés.
Elles confirment encore,ea' eb' lt '12la nécessité de préndre plus finement en compte
les mécanismes physico-chimiques d'organisation macromoléculaire 'spontanée'

de ces systèmes, dont la diversité est souvent encore dissimulée sous le concept
ur-ritaire de 'autoorganisation'. De plr.rs, ces observations laissent souvent sans
réponse, la question du contrôle et de la régulation, par un ou plusieurs facteurs, de
ces processus et des états colrespondants de lignification. Bien que essentiellel en
vue de la maîtrise ult ime de la qualité des parois et produits l ignocellulosiques,
cette dernière question n'est pas considérée dans cette revue qui concerne surtout le
domaine de la biochimie structurale. En dépit de ces l imites, des relations
originales et significatives ont été mises en évidence entre les 'propriétés de
produits l ignifiés' et ' les variations d'organisàtion moléculaires, au sèns-large, des
lignines'. La grande variabilité de la Iignificatio'n est maintenant ainsi bien démontréer{
tant au plan de Ia production biologique que de celui des transformations
technologiques. Dans'le domaine de la papeterie, ce fait a été clairement exprimé
par D. Dimrnel et col.l3u't'o qui ont soulignè, qt.,. :la composition et Ia structttre des
Iignines petnent être manîpulées bien au delà de ce qui avait été anticipé autrefois'
et que 'certaines qualités inusuelles des prodttits pourraient résulter de
modifications du mode de dépôt des composantes des parois vëgétales en réponse
à, et en conxpensation de, I'altérations de la structure de Ia Lîgnine'; ces deux
aspects sont précisés par la suite.

Dans le domaine de la mécanique des parois végétales et de la technologie du'bois-matériau', ces deux remarques sont tout autant applicabtes. Cependant,
concernant I'interprétation des observations et la prévision des effets de
transformations biotechnologiques, I'analyse des relations entre 'structure

moléculaire' et 'propriété mécanique' est plus compliquée encore puisque les
connaissances macromoléculaires des l ignines sont beaucoup moins avancées que
dans le dornaine papetier. En matière d'effets moléculaires rnécaniques de'la'
l ignine, les analyses n'étaient qu'a peine ébauchées il y a quelques décades.7'* Elles
ne sont encore actuellement que rarement pratiquées et interprétées en termes
d'interactions moléculaires, de structures macromoléculaires et surtout
d'organisation spatialet4'15 des constituants des parois végétales. Actuellement, les
comportements macromécaniques des bois et composites l ignocellulosiques
peuvent pourtant être représentés précisément au moyen de relations
mathématiques. _ mr-rlt ivariables prédictives des comportements des couches
subcellulaires ;r6 i ls sont aussi analysés au plan micromécanique, en termes
d'ultrastructure orientée des fibres végétales dans les couches pariétales et des
interactions entre les polymères constitutifs des bois.eb' r6' 17 Parallèlement, le

3-13
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comportement mécanique des composantes fibreuses de celluloses amorphes, soit
indépendantes soit réticulées, peut être fidèlement simuléesrSo'b grâce aux
procédures de mécanique moléculaire qui permettent de prévoir quantitativement
I'importance des effets de déformations, de glissement et de fluage entre les
chaînes polymères cellulosiques. Ces modélisations ont conduit à souligner
l'importance mécanique générale des dimensions des interfaces, 'interphases

polymères', dans les parois cellulaires des bois.le De plus, l ' importance mécanique
de tels effets aux 'interphases' est en accord avec les observations résultant de
synthèses biomimétique récentes de composites mécaniquement résistants,
comparables aux complexes lignine-polyosides naturels, et réalisés autant après
modification de la surface de fibres cellulosiqu.s'o qu. après des mélang.r uur.
des polymères naturels, amidons, que artificiels.t' L'ensemble de ces données
ouvre donc, malgré tout, des perspectives encourageantes de modifications tant
biomimétiques que biotechnologiques des propriétés mécaniques et de
I'organisation dite'spontanée' des systèmes lignocellulosiques.

En fait, il s'agit là d'effets généraux d'auto-organisation, reoonnus largement
par ailleurs en biochimie22a'b'c .t plus récemment en génomique appliquée.23 Au
plan strictement macromoléculaire de I'organisation des parois
secondaires et de leur lignification, ces potentialités peuvent être par
déjà clairement illustrées: 1) au niveau organisation, par I'agencement

végétales

préferenti.l 9.. xylanes et de microfibrilles cellulosiques ensuite consolidé par
lignification,ln: 2) au niveau morphogenèse, par I'organisation progressive dans la
paroi végétale in vivo de complexes lignine-hérnicellulose sous forme de 'modules

tubulaires' constituées de stuctures ressemblant à billes alignées, 'grains en
chapelet'ls et enfin: 3) au niveau biomimétique, pâr I'organisation spatio-
temporelle in vitro. de dehydropolymères modèles de lignines (DFIP) tant à
I'interface airleau 'liquide'24 que en phase 'solide' pecto-cellulosique;25 ces trois
aspects sont précisés par la suite.

OBJECTTF DE LA REVT]E

Orientée par des perspectives de chimie macrornoléculaires applicables aux
propriétés mécaniques des parois et produits lignifiées, cette revue concerne avant
tout les points de vue envisagés plus haut d'organisation et de morphogenèse
chimique et biomimétique. Appliquée aux domaines papetiers ei bois-matériau, elle
vise les aspects moléculaires d'organisation et de morphogénèse des lignines tant
in vitro que in situ, en prenant pour base quelques articles 'choisis' en complément
des références citées en Introduction. En aucun cas, cette revue ne prétend donc à
exhaustivité. Elle correspond plutôt à une version détaillée d'hypothèses présentées
oralement par ailleurs, avec résumé,26 concernant la 'Variabilité chimique et
biologique des états de lignification' qui à fait suite à des revues plus biologiques.e'rr,r2

exemples,
hélicoïdal
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L'accent est donc mis ici sur la possibilité d'effets d'autoorganisation. impliquant
des interactions moléculaires 'coopératives', susceptibles de conduire par
autocatalyse à la formation de structures organisées,l5'2i d'agrégats résultant
d'associations interrnoléculaires'colloidalerr.T'8'22 C'est dans la perspective
d'identification d'interactions moléculaires internes et externes à des complexes
lignine-polyosides que sont envisagées par exemples ensuite, l 'organisation des
lignines d'échantil lons de bois déstructuré par contrainte mécanique,27 celle de
structures fibreuses lig-nifiées tant in si/ura'ls que in vitro2a'25 et celle de tiges de
mutants d'ArabidopSis-2tu et de Riz28b'' dont la déficience en cellulose est corrélée à
des augmentations de teneurs globales en hémicelluloses et lignines sans que le
déterrninisme de ces 'effets de lignification' soit encore expliqué en termes de
génét ique app I iq uée aux particu larités macromécan iqr"re du végétal.eb' I 2

ORGANISATION BT PROPRIETES
DES COMPOSES LIGTYOCELLULOSTQUES

Une des difficultés majeures rencontrée au plan structure moléculaire lors des
tentatives d'explication des relations'structure-propriétés' des composés ligno-
cellulosiques est classiquement représentée par I'emboîtement hiérarchisées
d'éléments, allant de 'l 'échantil lon de bois' aux 'moléçules' tout en passant par les
'fibres végétales'et les'couches subcellulaires'. Les figures I de deux articles
citésl7'23 illustrent bien cet aspect. En effet, elles présentent ces 'éléments'

constitutifs des parois végétales, rangés par ordre de taille, depuis la tige à la
molécule. Au risque de devenir ' i l l isibles' de telles figures ne peuvent cependant
pas rendre compte aussi, des interactions multiples, inter- et intra- éléments, qui
font de la 'structttre composée' représentée un'système', c'est-à-dire un 'ensemble

dans lequel dufait cle ses interactions, chacun des élérnents perd toute ou partie de
I'individttalité symbolisée par I'image individualisée, artificielle et donc parfois
artéfactuelle, qui spécifie chacun de ses éléntents', et qui ne leur est conférée que
par le mode rnême de représentation. Outre l'énorme disparité d'échelle des tailles
entre ces élérnents, du nanomètre au centimètre, c'est surtout par la prise en compte
de ces interactiot'ts, que sont donc abordées ici, les relations entre propriétés
mécaniques et I'organisation macromoléculaire des composés lignocellulosiques.

Dans le domaine papetier, le caractère réussi, original et très significatif de
certairtes transformations génétiques réalisées a déjà été souligné en Introduction.
Dans le cas de Peupliers 'transgéniques' pour la biosynthèse cie différents
motromères de lignine,2'30 il a, par exemple, été possible d'expliquer les avantages
techniques des conditions de mise en pâte, 'pulpage' chimique et de blanchiment,
par des variations de 'simple' cornposition moléculaire des lignines (teneurs en
liaisons cr- et B-aryl-allq/l-éther labiles ainsi que en fonctions phénoliques ionisables)
sans avoir à prendre en compte leur 'complexe' organisation supramoléculaire. Par
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contre' dans le cas des performances macromécaniques, résistance à l,éclatement, à
la traction de formettes des pâtes chimiques et surtout des pâtes mécaniques
correspondantes, le degré de condensation des lignines s'est avéré bien moins
discriminant et des propriétés physiques macromolélulaires telles que la transition
vitreuse des lignines et le gonflement des polyosides ont du Ctre irnpliqués, surtout
dans le cas des pâtes mécaniques.'o Un type à'effets.semblable a étè rapporté dans
le cas cette fois de mutants 'naturels' de Pin, lla,b dont les .ururtérirtiques
macromoléculaires des lignines ont été analysée avec plus de détails, isolement et
mesure de 'masses moléculaires' et de volumes hydrodynamiques de fractions de
lignine, comparaison des cinétique des trois phases de cuissons alcalines et kraft,
indice 1 de pennanganate des pâtes, formation et aspects de feuilles et formettes.
Des différences significatives de qualité de ces produits ont été décrites et
rapportées non pas seulement à la composition rnoiéculaires des lignines et des
polyosides mais aussi aux modifications correspondantes de leuis propriétés
macromoléculaires et des interactions entre ces polyrnères ainsi qu'à I'arrangement
spatial des 'fibres' dans les forrnettes de papiers. Bien que établiès pour le moment
sur la base de comparaisons d'un nombre limité'd'arbres, ces données démontrent,
sans ambiguilé, I'importance des modifications du mode de dépôt, morphogenese,
des divers polymère da'ns l?t parois végétales en réponse-aux modifications
génétiques et épigénétiques,r2 corrélatives-à I'altérations de la .structure, de la
lignine' ; tel est certainement aussi le cas des mutants d'Arabidopsis et de Riz .à
tiges cassantes', cités plu haut. De nettes différences ayant été d;.plus observées
sur ces effets en fonction de l'age, du génome et de ia p.ou.nunô" d. .., pin,
mutants, ainsi que des Peupliers transgéniques, I'ensemble de ces résultats conduit
à souligner I' impoftance des conditions biôlogiques de développement et donc des
modalités de leur morphogenèse, tant biologique que chimiqu., .nuirugée ici elsuite.

A ce titre, l'importance relative des mécanismes dé déformat]on entropiques
des fibril les élémentaires de cellulose, qui sont susceptible d'expliquer le retrait
longitudinal des fibres papetières pendant leurs déligirifications'industriellejô;:;
mérite une évaluation beaucoup plus fine. Il en va de même pour l,application de
théories plus 'modernes', percolation dans les réseaux polymèr6 pu. études de
diverses délignifications papetières en réacteur à écoulèmànt, qui ont confirmé
I'existence d'au moins deux 'types de lignines' suggérée bien avant.i-s"-u'tz Ces éhrdes
ont permis, en effet, d'identifier deux sortes de fractions de réseaux polymères, .gel de
lignine', de polydispersités et dimension fractales differentes et iui-proviendraientrespectivement de la lamelle mitoyenne et de la paroi secondaire cellulaià.3r

Dans le domaine du bois matériaux, le récent compte rendu de copférence de
la Société Européenne de Mécanique du Bois édité par L. Salmen, l,ensemble des
cornmunications sur [e thème 'Micromecanics'et lei publications plus spécifiques
de cet auteurrT'32 ainsi que d'autres déjà citésl2'16're ont montré sans ambiguité
l'importance de I'orientation préférentielle des diverses composantes polyrnères
fibreuses et amorph€s, y compris des ligninesl6,l7,20,32 b'. dans I'explication des

LES  POLYMERES  VEGETAUX  Vol. 2 - part 1

194/529



Variabil ité biologique des lignines 347

performances mécaniques statiques et dynamiques des bois 'natifs', non
transformés, et des matériaux dérivés. La situation est tout aussi clairement
il lustrée dans les cas de plantes transgéniques et de mutants, déjà évoqué plus haut.
Dans le cas des mutants à tige cassantes d'Arabidopsis,lso de très significatives
réductions de la contrainte maximum et du module de flexion trois points, des tiges
ont été observées et mises en corrélation avec une forte réduction de leur teneur en
cellulose, sans que soit cependant observée de nette variations des teneurs globales
en hémicellulose et l ignine, ce qui n'est cependant pas le cas chez les deux mutants
de Riz.28b'' Pour expliquer la faible résistance relative des tiges d'Arabidopsis
mutants à la cornpression, en absence de variations claire de lignification et alors
que les teneurs en lignines sont couramment corrélées à ce mode de résistance,
dans les bois de compression par exemple,2T' 31 il est raisonnable d'admettre avec
ces auteurs que c'est l 'organisation spatiale même des l ignines, qui est modifiée en
conséquence de la déficience correspondante de la structure cellulosique. Dans le
cas des Riz mutants, par contre, une 'compensation' mécanique par lignification est
envisable; elle pourrait résulter non seulement d'un effet 'quantitatif de masse de
matière mais aussi 'qualitatif de réticùlation, d'organisation spatiale et de
réarrangement spatial des enchaînements polymères pariètaux. Cette hypothèse, qui
mérite cependant validation, est cohérente avec de nombreuses autres observations
biologiques, concernant a: I'orientation anisotrope des rnonomères des lignines au
contact des fibres cellulosiques, b: la réorientation de fibres cellulosiques des
parois secondaires en cours d'épaississement lors de leur lignification, c: la
modifrcation par des inhibiteurs de la biosynthèse des celluloses, des modalités de
dispersion des lignines dans les trachées vasculaires de Zinia, et enfin d: la
similitude de comportement avec d'autres mutants à tige cassantes, Riz et
Fétuques, qui ont déjà été revus par ail leurr.ea'b'l I '12

De plus, toujours dans la perspective de la caractérisation fine des propriétés
rnécanochimiques des assemblages l ignoceilulosiques, i l  est important de
considérer aussi I'existence d'effets de solvatation in sittt des composantes
polymères par des rnolécules 'simples', de I 'eau en particulier. L'existence
d'intenses effets mécaniques de plastification de systèmes polymères par
solvatation et hydratation a été clairement décrite et précisée depuis longtemps de
façon générale3a ainsi que dans les cas spécifiques de frbres papetières3oo'b et des
bois.rT Une il lustration complérnentaire est fournie par les modifications des
propriétés viscoélastiques de tiges de Tabacs pourtant peu lignifiées," induites par
manipulation génétique de lignification. Comparant les modes de relaxation des
contraintes et les composantes des modules viscoélastiques dynamiques des
xylèmes normaux et manipulés de ces tiges à différentes vitesses, humidités et
températures, les auteurs ont observé des comportements reproductibles, mais
différents de ceux de bois mature. Ces comportements rappellent ceux de gels peu
réticulés ou de solutions de polymères très enchevêtrés. L'existence d'importants
effets de déformation permanente, observés surtout chez les plantes modifiées
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conduit donc à admeftre, avec ces auteurs, une réduction du degré de réticulation
des polyrnères pariétaux dans les transformants, en particulier celle de leurs
éventuels complexes lignine-hémicellulosiques. Comme de plus ces effets
dépendent de la température et sont accentués à l 'état humide, il est justifié
d'admettre aussi, au niveau moléculaire, I 'existence d'un déploiernent par fluage
sous contrainte des chaînes polyrnères, 'désenchevêtrement', facilité par
I'hydratation, 'plastification', de ces enchaînements. Ces chaînes et complexes
polyosidiques éventuellernent lignifiés, seraient ainsi préalablement repliés en
'pelote', dans l'état 'natif du xylème. Alors que nornbre d'autres possibilités
d'explications sont évoquées par les auteurs, un tel modèle par 'déploiement -
repliement', classique3a et simple, semble suffisant et ..1u, rnèt . si les
interprétations proposées par ces auteurs des résultats d'extractiolr, d'identification
et de plastification chimique d'une 'fraction' de lignine. dites 'soluble', exige
absolument validation.

Au total, et quelles que soient donc les interprétations sur ces derniers points,
ces observations, jointes aux précédentes, confirment l'intérêt de tenter de fonnuler
plus en détail , au niveau moléculalre, des 'pbssibilités d'interactions susceptibles
d'afecter les proprtétés supramoléculaires des systèmes lignocellulosiques'. A ce
titre, trois aspects strucfuraux, évidemment non exhaustifs, sont donc abordés par la
suite; ils concentent, respectivement, I'organisation supramoléculaire puis la
morphogénèse chimique et biologique d'agrégats de lignines et enfin, pour
terminer, des aspects plus biologiques, hétérogénéité corresporldante des fractions
de lignine et mécanisme de peroxydasiques amorçant la polymérisation des
précurseurs phénoliques.

STRUCTURE ET ORGANISATION
DES COMPOSES LIGNOCELLULOSIQUES

Concernant d'abord, I'organisation suprarnoléculaire des lignines li l sita tout
en restant dans le domaine de la macromécanique des bois, des observations
cytochimiques faites après coloration métachromatique de faciès d'organisation
d'échantillons de fibres papetières isolées36 et de bois avant3T-3e et après contrainte
mécanique2T pennettent de préciser le première aspect. En effet, des travaux parfois
relativernent anciens et confirnrés ont démontré de nettes différences, 'séparations

de couleur', de coloration induites par des colorants définis en présence de
différents substrats. Ces séparations sont dépendantes à la fois de la concentration
en colorant cytologique, de l'état du 'milieu solvant' environnant et du traitement
physico-clrimique préalable des substrats observés et, ici l ignifiés, Ces observations
ont été interprétées en terme d'association-dissociation des rnolécules de colorants
au contact de ces objets, donc en fonction de la réactivité de surface des interphases
correspotldantes, et donc aussi en particulier ici, de celles des lignines. Ainsi, dans
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le cas de fibres papetières isolées,36 des variations de couleurs du rouge au vert
clair, 'métachromatisme', d'acridine orange adsorbée sur des fibres, thermo-
mécaniques et chimiques, ont été attribuées à la présence de lignines parce que la
fraction 'cellulosique' n'est pas alors affectée. L'intensité de ces variations a
été corrélée aux quantités de lignine résiduelle liée à ces fibres papetières purifiées.
Ces effets rnétachromatiques sont donc affribuées à I'adsorption du colorant sous
formes respectivement de monomères pour la couleur vefte et de dimères et
oligomères pour la couleur rouge. Dans le cas de désorganisations mécaniques par
contrainte délibérée27 ou accidentelle lors de coupes cytotogiques3T'38b'3e ou de
prétraitement chimiques,"u des effets métachromatiques analogues, qui peuvent
être aussi envisagés comme des artéfacts analytiqu.s,no ont été décrits avec d'autres
molécules simples colorantes etlou fluorescentes. Spécifiquernent rapportées à
l'état local de la lignification et non pas seulement aux quantités globales de
lignines, ces changements de colorations ont été aussi attribués à la rupture de
liaisons entre lignine et cellulose démasquant cette dernière.27 Attribuables aussi à
I'existence d'associations réversibles entre ryolécules adsorbées de colorants, elles
semblent donc résulter d'interactions plutôt supra- et macro-moléculaires
colloidales, impliquaot des complexes ligno-cellulosiques pariétaux au sens large.
Dans la premiere perspective, la possibilité de rupture mécanochimique de liaisons
de valence, avec formations de radicaux libres et désorganisation de la phase
lignifiée supportée, ne peut être exclue à priori,a0 La possibilité et même
I'activation de tels clivages de liaisons covalentes lors de confinement de sites
réactifs aux interphases est en effet démontrée expérimentalement.al'42 Cependant,
la possibilité de modification des modalités d'interactions non covalentes, de type
ioniques, hydrogène et surtout dipolaires à courte distance, dites 'hydrophobes',

semble au moins tout autant à prendre en considération dans la mesure ou chacune
d'elle est susceptible de faciliter I'organisation de systèmes supramoléculaires
stabilisés par interactions de coopérativité lors de la formation de ces liaisons. Cette
demière modalité confererait ainsi au processus moléculaire global d'organisation le
caractère spontané d'autoorganisation observé. Dans ces conditions, la possibilité
d'intercalation de molécules monomères de colorants par 'face à face' entre les
cycles aromatiques des lignines dans les agrégats préexistants des réseaux
polymères de lignine reste possible ; elle été clairement démontrée.43 Ce dernier
mécanisme est suffisant pour rendre compte des différents effets métachromatiques
cités plus haut, par un effet non covalents, dit 'monomérisant', attribuées aux
lignines 'natives'. Déplaçant les équilibres d'associations, dimérisation non covalente,
établis en phase aqueuse entre molécules monomères de colorants, la combinaison
de ces interactions provoquerait la recomposition d'associations stables inhibant le
métachromatisme, même en milieu aqueux concentré. Cependant, il est
vraisernblable que le processus de 'monomérisation' soit en fait plus compliqué
comme semblent I'indiquer quelque observation spectroscopique des interactions
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entre des colorants et des complexes l ignine- hémicelluloses pectiques. des l ignines
et même des acides phénoliques.t*o'b' ' 'nt Ces dernières observations suggèrent, en
effet, I'existence de transferts électroniques et cornplexes par transfert de charges
dont les particularités ne peuvent être discutées davantage ici. Visant surtout les
aspects mécano-chimiques des parois lignifiées, ces données et hypothèses
conduisent à expliquer, au moins en grande partie, ces effets métachromatiques
mécaniques2T'37'38b par des rnodification de I 'organisation même des l ignines
déposées au cours de la biosynthèse au contact du 'réseau fibreux cellulosique', au
sens large. Une telle réorganisation serait ainsi induite en conséquence de la
déformation par 'déploiement-repliement', 

des structures fibreuses lignifiées qui
seraient donc ensuite susceptibles de stabil isations ultérieures, biologique eVou
technologique, évoquée en Introduction.l3'14'le:8 Les facteurs, 'moteur moléculaires',
en seraient donc surtout la réorganisation sous contrainte des interactions
hydrogènes et à courte distance consécutivgs au dépliement par fluage relatif des
chaînes polymères en particulier polyosiques,la'i8nb mais aussi très vraisemblablement
des fractions les plus souples, peu réticulées et plus linéaires, des réseaux
lignines.r2'3r'35 Le mécanisme rnis en jeu serait alors analogues à ceux déjà analysés
et bien admis dans le cas-des acides nucléiquesa6 et plus récemment étendu à des
stuctures composites d'hétéroglycanes, de protéiques fibreuses63 mais aussi
globulaires plus ou moins repliés des ARN et ADN.a7 Les effets métachromatiques
observés après désorganisation mécaniques du bois27 résulteraient alors de la
désorganisation des agrégats de lignines induite par la déformation par extension
irréversible des chaines potyosidiques non cristall ines pariétales. Ces dernières
seraient aLtparavant statistiquement repliées en pelote dans leur état biosyrtlrétique
'natif . Les molécules de colorant adsorbés auraient d'autant plus de possiblité
d'interactions stables que elles seraient supportées à distance et donc encore'monomérisées' par les chaînes plus souples des 'pelotes repliées' polyosidiques, à
la stabil isation des quelles elles contribueraient de plus. Sur cette base, i l  semble
raisonnable d'adrnettre I'existence d'une 'organisation supramoléculaire concertée'
entre les réseaux de lignines et ceux des structures fibreuses non seulement
glycosiques et hérnicellulosiques mais aussi protéiques qui préexistent dans les
diverse couches des parois primaires végétales. De tels effets concertés pourraient
avoir lieu autant durant le 'dépôt' des lignines par biosynthèse, que après lors du
vieil l issenrent et les transformations industrielles technologiques par voies
mécaniques et ou chimiques des produits l ignocellulosiques. Seul, le premier de
ces aspects est envisagé par la suite.

Enfilt, et toujours en terme d'organisation, la présence d'importantes
quantités relatives d'eau, déja envisagée plus haut, eau dite ' l ibre', de 'solvatation',

de 'structure', etc. ..., dans tous ces produits mérite d'être soulignée, l 'eau devant
être de ce fait considérée, au même titre que les polyrnères majeurs en masse,
comme une des quatre 'éléments' qualitativement majeurs et intégrants des
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,systèmes' ligno- hémi-ceilulosiques. Extrapolant aux monomères et surtout aux

oligornères phénoliques moins polaires des lignines, une des relations formulée

récemment à propos du comportement des colorants métachromatiques,ot il semble

possible de représenter le comportement associatif des complexes solvatés entre
' les '  l ign ines:  L ,  e t ' les '  f ibres ce l lu los iques:  C,  en mi l ieu so lvant :  S,  ic i  I 'eau,
par la relation (1):

( 1 )  ( L - S ) + ( P - S ) = ( L C - S ) + ( S - S )

dans laquelle S représente non pas la seule molécule d'eau mais ses agrégats
supramoléculaires. Une telle relation suffit pour expritner ici, le fait que des
réarrangements du 'solvant' aux interphases de ces composantes, interviendraient
tout autant en terme d'organisation, structurale et thermodynamique,
qu'interviendraient aussi des réarrangements des polymères, eux même solvatés,
lors des transitions d'état et de déploiement - repliement de leurs chaînes sous
contraintes, envisagés plus haut. Faute de d.onnées quantitatives plus précises sur
ces complexes LC, il n'est pas possible d'en prolonger davantage la discussion. Au
total , il suffit alors $e souligner que de nombreuses publications peuvent dés à
présent servir de base pour aborder, sous ces aspects d'organisation moléculaire,
les mécanismes chimiques et biologiques qui déterminent la mise en forme des
lignines en présence de polymères osidiques. C'est le c.q1-g9ur des polyosides
piutôt 'acidés', hémicellulosiques et riches en pectin.,l4'25'44a'b de ceux plutôt
;neutres', à base de cellutoses,l3' 17' l8' 20' "'tn tous considérés comme 'hydrophiles'

alors que la polarité des lignines serait de l'ordre de celle d'alcools à courte chaîne:
propanol,2s et cela, sans oublier I'existence de fonctions ionisables de type
carboxyles et surtout phénoliques dont I'acidité activée par des effets de
confinementa2 justifrerait les effets métachromatiques de 'la' lignine avec les
' colorants basiques'.eb'36-3e

STRUCTURE ET MORPHOGENESE
DES COMPOSE S LIGI{OCELLULOSIQUES

L'existence d'arrangements structuraux caractéristiques de 'la' lignine.dans
les parois végétales à l'échelle du micromètre est établie depuis longlemps.t't'to Des
données précises concernant la rnorphogénèse des parois lignifiés et la mise en
forme des lignines en présence des microfibril les cellulosiques, à l 'échelle
suprarnoléculaire clu nanomètre, n'ont pu être obtenues que récemment.lo'"'5t Ell.t
montrent que, en présence de fibres cellulosiques, la lignification est distribuée,
parfois très régulièrement, sous forme d'agrégats, de granules de lignine, de tailles
diverses de I'ordre de quelques dizaines de nanomètres, et qui suivent I'orientation
des microfibrilles. En accord avec les publications tnoins récentes, ces observations

3 5 1
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sont interprétées. comme indiquant que I'organisation et donc la polymérisation
des lignines est affectée mais affecte aussi celle des polyosides pariétaux
préexistants. A ce titre, les données et conclusions de N. Terashima et de ses
collaborateurs" sont très significatives au plan de la formation de 'lignine

macromoléculaire'. Dans le cas du xylèrne d'un type de conifère, Gingko, ces
auteurs ont montré I'existence de dépôts granulaires. alignés en chapelet au long
des microfibril les de celluloses qui sont elle même engainées de diverses
hémicelluloses. Ils ont fourni une estimation des dirnensions respectives de ces
grains, 'modules de lignine', et de la part relative des ces composantes en
suggérant des possibilités d'un contact ' intime' entre hémicelluloses et lignines.
Ces dernières seraient ainsi synthétisées et réparties de façon hétérogène.
Soulignant aussi I 'existence, en cours de lignification, d'un alignernent relatif et
régulier de ces 'grains de lignine' dans les couches de la paroi secondaire, mais non
pas dans les coins plus lignifiés des même cellules, ces auteurs ont de plus admis
l'existence de sites de 'nucléation', point d'amorçage localisé de la polymérisation
des lignines, qui serait dans ces conditions, déferminée par la structure moléculaire
répétitives d'hémicelluloses spécifiques, en accord à d'autres publications.o'5rb

Significatives et irnportantes au plan expérimental, les observation de ces
auteurs concernant la morphologie et la variété de répartition des 'grains de
lignine' in situ méritent aussi commentaire au plan méthodologique. Bien que
établies et discutés de façon extrêmement précise et rigoureuse, ces interprétations
et hypothèses ne sont fondées, pour le moment en effet, que sur des observations
cytochimiques d'un seul type de bois mature. Très encourageantes, elles méritent
cependant validation en terme de structure moléculaire par d'autres méthodes et
d'autres plantes. Par exemple, elles pourraient être parallèlernent validées par une
approche 'plus biologique' de cette 'mise en fonne structurale' au cours de
lignification, en utilisant, en particulier, des mutants ou plantes transgéniques,
évoqués en Introduction. Ce type d'étude systématique de morphogenèse in vivo,
n'a pas été encore rapportée à notre connaissance. La complexité d'interprétation
des résultats envisagée en Introduction suggère même qu'elle serait aussi lourde à
conduire que délicate à contrôler et surtout à interpréter. Ces contraintes nous ont
ainsi encouragé à poursuivre une approche plus 'chimique' de la mise en forme
macromoléculaire des lignines, par modélisation et synthèses de Vpes
biochimiqu"sttu'o et enzymologiquest2" qui ont dejà. permis de confirmer la posriUt"
' hétérogénéité moléculaire' in vivo des lignines.'u'"'''

Artificielle, sirnplifiée mais classique car depuis longtemps reconnue cornme
source d'hypothèses et d'informations pertinentes dans le domaine de la
biosynthèses des lignines, la synthèse in vitro de DHP, modèles de lignines par
dehydro-polymérisation oxydative, a donc été conduite avec B. Cathala, en
équipes, par analyses des aspects physico-chimiques de la formation de DHP en
phases aqueuses hétérogènes, 'morphogenèse chimique', tant aux interfaces, qu'en
'solution' et 'phase colloïdale' à base de pectines avec présence éventuelle de
fibres de cellulose bactérienne.tt't 3o'b''

LES  POLYMERES  VEGETAUX  Vol. 2 - part 1

200/529

bernard monties
Texte souligné

bernard monties
Texte surligné



Variabilité biologiqLre des lignincs 35i

Premièrement. concernant des s,v-nthèses réalisées aux interfaceslo'' "o les
analyses ont montré des eftèts sur la composition moléculaire, structure primaire,6
des DHP par modifications de la fréquence relative des t),'pes de liaisons
intermonontères.21" mais aussi sur les structures secondaire et tertiaire. organisation
intra- et supra-moléculaire, avec augmentation des tailles moléculaires, rayons
hydrodynamiques,2'b ainsi que de la fréquence relative des liaisons aryl-alkyl-F-
éther, en présence de pectin.r.tt' En accord avec de précédentes observations,t2 ces
résuftats confirrnent en particulier, la possible existence in vivo, de deux ry-pes
extrêmes de fractions de lignine à structure secondaire de tvpe soit plutôt ramifié,
en bloc, soit plus linéaire et enrichie en liaisor.rs aryl-alkyl-B-éther déjà décrites par
ail leurs (Figures leb'tr 'r2) et qui, elles même seraient f inalement agiégées in sittt,
'cluster'. t ' '2 I l convient de souligner à ce propos que la biosynthèse du second type
de lignine, enrichie en liaisons B-aryl-alkyl-éther, a été suggérée aussi en fin de
ligrrification dans la parois secondaire du Gingko par N. Terashima et ol.ts Ces
auteurs ont proposé en effet, qu'ily ait formation de ce type particulier de liaison à
I'extrémité même des lignines en croissance pour expliquer le fait qLle les
structures granulaires ne soient plus observées et donc moins bien individualisées
en fin de différentiation des parois secondaires. Ils ont rappelé à ce propos la
possibil i té d'une organisation macromoléculaire 'modulaire', selon M. Waymann
qui est discutée ici par la suite.

Secondement, concernant la morphogenèse de lignines en présence de
solutions aqueuses de pectines, des synthèses de DHP ont été faites avec
polymérisation peroxidasique, par addition lente, durant 10 heures, du monomère
alcool c^oniférylique et de peroxyde d'hydrogène dans une solution aqueuse de
pectine."o Dans ces conditions, il y a formation d'une solution colloiclale stable de
complexe LC, DHP-pectine, à l'opposé d'addition plus rapide qui entraîne leur
précipitation.25b Leur caractérisation physique a révéié trois principu,.,* ensembles
de résultats.

D'abord, A, la formation progressive en solution colloïdale, de microdomaines
de faible polarité relative, 'hydrophobes', mise clairement en évidence après moins
d'une heure de réaction par la modification caractéristique des bandes de
fluorescence du pyrène moléculaire, uti l isé comme sonde monomoléculaire,25u et
cela sans évidence de localisation macromolécr"rlaire confondue des DHP et des
pectines.

Ensuite, B, confirmant la possibil i té d'hétérogénéité locale des ces complexes
LC, des observations par diffusion de lumière visible ainsi que de neutrons,25b ont
permis de décrire la dynamique d'organisation spatiale de ces complexes sous
forme d'agrégats, de forme globalement semblable à celles des 'grains modulaires'
du xylème de Ginkgo." Dans le cas de ces DHP, les agrégats hydrophobes et
restant stables lors de dilutions, présentent une organisation très hétérogène en trois
phases avattt tout aqueuse puis pectique et polyphénolique, DHP. Ces der-rx
dernières phases sont denses et homogènes à l 'échelle de 5 nanomètre alors que les
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agrégats qu'elles fonnent ont une dimension caractéristique, en diffusion des

neutrons, de la dizaine de nanomètres, voisine de celle des 'grains de l ignine' déjà

rapportés in situ.ls De plus, et alors que ces phases sont séparées, la croissance

relative de leurs interfaces a lieu cependant de t-açon parallèle, observation qui

conforte les su-egestion de 'cornpensation concertée' entre dépôts de cellulose et

lignines de plantes modifiés par transgenèse.rr'28
Enf,rn, C, au long de ces dix heures de réactions morphogénétiques, la densité

locale moyenne gl,rbale des agrégats est multipliée sensiblernent- par un facteur 3
alors qu" iu quunlité relative en interfaces varie en sens opposé.250 Cette évolution
est corrélative à une forte densification nette de la phase pectique (300 %) mais, à
I'opposé, très faible pour la phase DHP, qui de façon inattendue diminue même
légèrement (40 %) et cela, d'abord de façon monotone puis avec des oscillations
significatives après 6 heures de réaction. Conduisant ainsi à la formation d'agrégats
complexes pectino-ligneux, hétérophasiques d'abord très fortement gonflés d'eau
puis devenant plus 'hydrophobes' et rétractés au coLrrs du temps, cette évolution
.orr.rporrd à un pto.èttrt de 'morphogenèse chimique'56b qui se traduit par une
perte progressive d'eau liée à la phase pectiriue des agrégats et qui corespondrait
vraisemblablement à - un repliement, 'en pelote', des chaînes pectiques en

conséquence du 'dépôt de lignine exerçant dans ces conditions un rôle moteur et

déterminant dans ce processus par la mise solts contrainte mécanique de
I'ensemble'.

Troisièmement, concernant la morphogenèse en présence de fibres
cellulosiques incorporées de pectine, des synthèses de DHP ont été réalisées dans
un réacteur comportant une cellule à membranes semi perméables, séparant des
solutions d'alcool coniférylique et de peroxyde d'hydrogène, par diffusion et
polymérisation peroxidasique durant 10 jours."o Par référence à la synthèse sur
cellulose seule, la'pectine, pourtant présente en faible teneur relative de l}Yo,
exerÇe dans ces conditions un effet de compatibilisation entre DHP et cellulose, qui

est particulièrement bien révélée par la 'forme' même des agrégats de lignine
observés en surfaces des fibres composites (Fig. l). De forme ovoïde et de taille
variée en absence de pectines, les agrégats visualisés par microscopie électronique
à balayage sont répartis de façon plus uniforme en présence de pectine en surface
du rnatelas fibreux; i ls sont d'une tail le moyenne plus faible, de I 'ordre du
micromètre et i ls recouvrent plus uniformément les fibres, 'compatibil isation'. De
plus, alors que seulement une faible fraction, environ 25Yo, de DHP reste
insolubitisée sur le rnatelas fibreux, cette fraction de DHP est significativement

enrichie en liaisons B-aryl-alkyl-ether. Cette dernière constatation d'une variabilité
de la structure primaire des DHP, et donc vraisemblablement des l ignines,
concorde bien avec celles déjà rapportées lors de synthèses analogues conduites en
'solution concentrée' de pectine52u mais rlon en conditions différentgj, plus

diluée.25b Déjà mentionnées plus haut et discutés aussi par ail leurs,"' cette
variabilité ne peut être davantage discutée encore ici du fait du nombre élevé de
facteurs, 'cotnplexité' 

, qui semblent la déterminer.
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Variabi l i té biologique des l ignines 3 5 5

Fig. l. - Organisation spatiale de DHP, vue par microscopie électronique à balayage,
en surface des matelas composites fibreux formés au contact de la membrane semi
perméable du réacteur à ditïùsion du coté H2O2, en surface des fibres de cellulose
bactérienne, en absence (vue de gauche) et en présence de pectine (vue de droite); /a

largeur totale de clnque vue correspond à 2 5 micromètres.
(DHP spatial arrangement, shown by scanning electron microscopy', at the surface of
fibrous composite mats in contact to the hydrogen peroxide side of the semi
perrreable membranes reactor synthesized along the bacterial cellulose fibres rvithout
(left view) or rvith (right view) of pectin occurence: the total width of each t'iev'

eorrespond to 25 microtnèter.\

Au total, ce tripte ensemble d'observations montre donc, sans ambiguité, la
possibilité de morphogenèse chimique de LC tout en confirmant la valeur
descriptive et prédictive de I'approche expérimentale de la variabilité des processus
de lignification par synthèse chimique modèles. Elles conduisent de plus à
envisager aussi de façon plus fondamentale, ici en termes d'effets thermodynarniques
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d'organisation spontanée et d'auto-organisation. cités en Introduction, l 'ensemble
de ces mécanismes moléculaires, simplif iées, mais cependant 'complexes', qui
déterminent les particularités structurales et la dynamique de mise en place de ces
rnodèles LC. En effet, prenant base les formulations théoriques dues à t. Prigogine
et son école,55 les termes 'simple', 'complexe' et 'auto-organisation' 

signifieni içi
que les rnodèles LC, de synthèse, sont relativement plus simples que-les parois
biologiques, car i ls impliquent moins de facteurs explicatif i, mais qu'i ls sont
cependant encore sufflsamment 'complexes', voir içi aussi la variabil ité primaire
des DHP, pour permettre I'existence d'états stationnaires de non équilibres55u et
donc pour pouvoir, 'donner naissance, sous certaines conclitions, ù des
phénomènes d'autoorganisation à l'échelle mqcroscopique sous forme de rythmes
temporels et de ntotifs spatiaux'}sb D'après cei 

-principes, 
les processus

d'organisatior-r spontanée sont initiés à l'échelle rnoléculaire, microscopique5s" par
des 'f luctuations', évènements thermodynamiques localisé à l 'échelle
microscopiqus.5sau Au plan de la chimie macromoléculaire structurale, la
proposition faite ici n'est pas fondamentalement originale ; la formation de
structures organisées discontinues dans des réacteurs à diffusion, par'morphogenèse chimique', a été décrite depqi_; longtemps,56u selon ces principes, et
elle est lgrgement et clairement confirmée.56b Par contre, au plan de la biologie
générale55' et plus particulièrement ici, des processus de lignification tant in vivo
qtre in vitro, cette possibilité ne semble avoir été envisagée que récemment.ll'r2
Dans le règne animal cependant, la differentiation de structures ainsi que des cas
spécifiques de morphogenèse chimique ont été analysés depuis plus longtemps et
dans cette même perspective par H. Meinhardt et A. Gierer.57 Sôulignant
I'insuffisance des effets d'inhibition à distance pour expliquer la création de
formes, ces auteurs ont très clairement démontré la nécessité d'effets
complémentaires d'activation auto-catalytique permettant de justifier que la
structure en formation puisse inhiber celle de ses voisines sans être inhibè. pu.
elle-même, explicitant ainsi aussi concept flou d'autoorganisation, comme aè;a
tenté ici en Introduction. lJr,'modèle nroléculaire de morphogenèse chimiqite
appliqué à la lignificatiort est donc proposé ici (Fig. 2). Faute de donnZes
expérimentales plus systématiques, i l  vise seulement à expliciter un mécanisme
rnoléculaire global ; la Figure 2 propose donc une représentation spatio-temporelle
de formation, compétitive et concertée, d'agrégats de DHP et donc indirectement
de lignines. Selon ces principes, la formation d'agrégat serait init iée par'f luctuation' locale de, par exemples, la composition en substrats, les conditions de
diffusion. les 'activités', affinité chimique et potentiel thermodynamique, mais
aussi les conditions locales de milieu, acidité et surtout potentiel redox. La
polymérisation oxydasique étant ainsi amorcée, la combinaison de radicaux l ibres
conduirait à une accumulation de DHP, avec insolubil isation localisée d'autant plus
forte que elle serait rapide. L'activation autocatalysée de formation de radicaux
libres monomères, observée avec de nombreuses peroxydases, en serait le facteur
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déterminant; cet aspect est précisé par la suite. En fonction du temps, i l  y aurait
donc d'abord accumulation localisée (courbes en cloche continues: Fig. 2) suivie
d'inhibit ion de cette dernière par compétit ion au niveau des radicaux l ibres
monomères et même oligomères. Elles procèderait donc par réactions 'activatrices'

au niveau du site catalytique et réactions ' inhibitrices' de combinaison avec les
fonctions les plus réactives et nouvellement formées par polymérisation en surface
du DHP (courbes en cloche discontinues: Fig. 2). En accord avec des mécanismes
établis, I'intensité relative de ces dernières réactions dépendrait non seulement de
conditions physiques, adsorption et transferts d'états électroniquesss"'b mais aussi
de facteurs chimiques, potentiel redox et couplages électroniques et complexes
par transfert de charges.seu'b La formation des agré,eats à distance régulière ou non,

v iùt al isat i o n de s aggré gats,
selon les contraintes locales

Temps l'inhibition croit davantage que
I'activation qui augmente encore

: 4 - - - - - - - -

l ' tffe t d' a c t iv atio n c r o it
et. acc élère I' inhi b it i o n.

fluctuation à I'origine de l'activation

Fig. 2. - Formation d'agrégats, structLrres granulaires de DFIP, par 'morphogenèse chimique',
combinant des effets antagonistes d'activation et d'inhibition des réactions de polymérisation de
monomères et de fragments oligoméres de lignines. La lbrmation d'un premier agrégat (l), initée par
'fluctuation locale', induit en fonction du temps I'activation autocatalysée de radicaux monomères.
entrainant la polymèrisation de chaînes oligomères formant I'agrégat par leur accumulation d'abord
localisée et rapide (courbes continues de distribution en cloche) puis plus étendue et plus lente en
extrémités des enchainements polymères (courbes discontinues). La formation des agrégats (2) et (3)
est affectée par de la présence des chaines voisines ; elle est alors possible (2) ou non (3) en fonction
des types de 'distances' et des interactions moléculaires coopératives, voir texte.
Fig. 2. Formation of 'clusters', granular strucfures of DHP, during 'chemical morphogenesis'
involving the antagonist effects of activation and inhibition of the polymerisation reactions of free
radical monomers and of oligomeric fractions of lignins. The formation of a first aggregate (l),
initiated by'local fluctuation', induces as f-unction of time, an autocatalyzed activation of monomers
',vith fbrmation of the aggregate by accumulation first localized and fast (continuous bell-shaped
distribution curves) then more extended and slower (discontinuous curves). The formation of other
aggregates is possible (2) or not (3) depending of the 'distance' t1,pes and the cooperative molecular

interactions. see text.

I
I
I

Concentrations

Distance
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dépendrait donc finalement à la fois de leur 'distance spatiale,, suivant lesrepliements des enchainements de fibres et de leur 'disiance réactionnelle,,
fonction des vitesses et durées relatives de diffusion des radicaux et espèces eninteractions.tt Les effets métachromatiques, les phénomènes de .monomérisation,
par intercalation de molécules solvatées simpies et le désenchevêtrement des
chaînes lignocellulosiques sous contraintes, envisagées plus haut, sont compatibles
avec ce modèle et paraissent susceptibles de bien le valider. D,une part, lalignification des agrégats, provoquant leur rétraction, mettrait sous contrainte decompression les chaîne polyosidiques, en accord avec les mécanismes moléculaires
couramment admis lors de la formation des bois de compression.2t,3s D'autre part,
les déstructurations mécaniques et pulpages, relaxeraieni .., contraintes, d,autant
plus aisément qu'interviendraient aussi des effets coopératifs de clivages deliaisons et des effets entropiques de réorganisation des couches de ,oluutoîion.ioi
La formation de lignines de type plutôi 'tridimensionnel' ou plutôt .l inéaire,,
envisagée aussi ensuite, pourrait affecter aussi la dynamique et ies effets de ces
1]11!iuti:nt;" qut la modification de I,a conforrnation supramoléculaire,
quaternalre," des -chaînes osidiques lignifiées. Les différences d'intensités
métachromatique décrite selon les tissus végétaux37'38a ., après ri*pf. déformatio'
réversible en résulteraient donc aussi, comme semblent susceptibies d'être aussi
modifi ées les identifi cations immunocyto-chimiques correspondàntes.

Les bases macromoléculaires de 'morphogenèse chimiques, du modèle étantprésentées, des aspects prus dynamique,-mét-aboliques et physiologique, sontenvisa€és, en quatre points, dans une perspective coffespondante modèle de'morphogenèse biologique'.
Le premier point .concerne le modèle macromoléculaires,'en modules,,

proposé par N. Terashimars suivant M. Waymann.uo Il fut établi globalement, sur la
base de synthèse.de'DHP, de dépolymérisâtion chimique par'p-ulpage, de bois etDHP et enfin de* fractionnements par perméation sur gels'a.r .oàpîsés obtenus.
Sur la base de distributions bimodales, qui sont compatibtes avec des données plus
récentes,25b ces auteurs ont proposé l'existence à. deux sortes de fractions,'assemblages stables', à partir des DHP et des lignines natives, dont le degré depolymérisation serait de l'ordre respectivement ae SOO et de 20. Ils les ont définis
comme 'modules'. Selon ce modèle, la formation des macromolécules de DFIp etlignines aurait alors lieu par 'polymérisation aclclitive entre les moduleJ,, mettant en
cause des liaisons plus labiles et dont il est, actuellement, raisonnable de proposer
qu'elles soient de type B et surtout a-aryl-alkyl-éther. Ces interprétations sont
compatibles avec celles de K. Freudenberg, de H. Bolker et de J.F. iunn, discutées
par ailleu,s.*'n" Cependant, des données expérimentales plus récentes et surtout
leurs interprétations théoriques en terme de dimension fractales de ces fractions etde réticulation des réseaux polymères par percolation entre. 'clusters,, agrégats, de
DHP ou-.lignines, rapportées par de Leôlerc et olson,3r *ui, uurri celles de
Gravitis,sa4b sembleni àevoir êire prises en compte, au rnoins tout autant. Elles
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semblent préferables car plus fines et intbnnatives au plan supramoléculaire.eb NIalgré
tout, dans l'état actuel des observations et du présent modèle morphogénétique. le
processus 'modulaire' mérite d'être retenLl, mais validé, car i l  est simple. En plus

de l 'accord sur la formation de 'modules' par réticulation de courts 'enchaînements

en bloc ol igomères' ,  qui  seraient plutôt  r iches en l ia isons'condensées'r lpuisque
formés en phase de croissance rapide (Fig. 2), il permet en effet aussi de justifier,

en phase terminale d'agrégation, la réunion et le masquage des agrégats" par la
formation, plus lente car inhibée (Fig. 2), de l ignines plus riches en l iaisons
relativement plus fragile, plus aisément clivées par pulpages, qui seraient de type

B- et cr-aryl-alkyl-éther,ts entre autres Vpes de liaisonrut au.. moindre désordre,ie'
et qui l ibéreraient alors ces 'modules' on 'clusters' de plus petites tail les.

Le second point concerne les interactions intra- et inter-moléculaires au
niveau des fonctions aromatiques des DHP et lignines. Concernant la formation
des agrégats, le caractère peu polaire des monomères et plus encore des
oligomères, pourrait contribuer au rôle moteur de la l ignification dans la mise
sous contrainte mécanique de I 'ensemblq pariètal l ignines - réseau de fibres
polyosiques, évoqué plus haut. Par référence aLrx mécanismes de fixation des
molécules solvatés dp colorants, adsorption sur les chaînes polymères, ainsi que à
leurs associations moléculaires métachromatiques, dépendant de leurs
arrangements spatiau*nu'o' cités plus haut, il est proposé que la perte progressive
d'eau liée à la phase pectique des agrégats et le repliement corrélatif, en pelote,

des chaînes pecto-cetlulosiques25 résulte d'une part, non seulement d'interactions
de type coopératives selon les modalités déjà analysées sur les polymères

linéaires62 et depuis reconnues entre les colorants aromatiques basiques et les
polymères polyosiques polyanioniquesos'so et d'autre part de réarrangements
thermodynamiquement favorables des couches d'eau de solvatation suivant la
relation (l). L' importance biologique vraisemblable de ce dernier type d'effet
dans le cas des LC, invoquée ail leurs,26 n'a pas fait, récemrnent à notre
connaissance, I 'objet de rapport détail lé. Confirmant-cependant ces propositions
et les précieux mais anciens résultats de Stôckmann30 cités plus haut, des études
analogues ph,rs récentes ont été conduites sur des systèrnes protéiques

hydrophobes fibreux animaux.tu Elles démontrent, sans ambiguité, I ' importance
majeure de tels effets chimico-mécaniques. I l se pourrait donc qu'une partie

significative des effets de types 'compensation' suggérés dans.-les cas de
trinsgenèse affectant I 'ensemble du cômplexe lignoceltulosiquer3u'25a'28'35 de

manière globale résr,rlte aussi de tels réarrangement 'entropiques' accompagnés
des effets de 'compatabil isation', cités plus haut. Dans ce cadre de morphogenèse
biologique, i ls_ feraient donc intervenir les réseaux pectiques par leur caractère
polyanionique50 d'oir  leur solubi l i té remarquée,25 mais aussi  des l ignines, comme

semblent bien I ' indiquer les variations métachromatiques en présence des
'colorants basiques'3e'43 dépendantes d'activation électronique localisée et
fluctuations de fonction phénoliques déFuries.
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Le troisième point conceflle I'hétérogénéité moléculaire cles fractions delignine dans la perspective de leur fo.maiion autoorganisée dans les agrégats.L'existence même de fractions de lignines de ry-pe ,en bloc,, plutôttridimensionnelres et dites prus ,condenJées,, 
et d. type .en rigne,, ptutôtmonodimensionnelles et dites .moins ou ,non conde-nsées,, proposée depuislongtempsT'* discutée ailreurr,t'tr .rr-!.-pr"r'." prus fréquemment invoquée etadtnise, en particulier lors des caractérisations immunocyo.t iriqu.J;f i:;" ;'I'organisation de la lignification dans les p"."ir tegétales. Elle concorde avec lesdonnées plus modemes de cinétiques et effets cle percolation lors de diverses sortesde pulpages chimiques, déjà citéi, qui sont int"rpletes en terme de ,dégelation, dedeux fypes de réseaux LC, interpénétrés et de fàÇairp"rsité différentes.,, suivantle modèle proposé ici et, en accord avec les àbservations ln silzl sur xylème duGinkgo,r5 la formation de lignine enrichie en liaisons aryl-alkyl-éther, ,Vo-4,

dibenzodioxocine, u-o-4,... ', aurait donc lieu en phase terminale lente (Fig. 2),ralentie par inhibition compétitive lors de ru Àorprroqgnèse des parois. soulignéedéjà en principe comme condition cle morplrogenise," l'absence d,autoinhibitionde l'agrégation par elle même ne dépend.uiipur"ars s.uls facteurs autocatalytiques,concernant la formation oxydasique des ,uii.u,,*, mais aussi à l,activation desextrémités phénoliques des oligomèreg déjà réticulis dans ces agreguts. Mettant enjeu des complexes, par interc-arationo' ,i 4., t*rrr.rt de chargerrr,iào,J'iffi1.,d'affecter les potentiels redox et donc la modes de liaison intJrmo'omères,se lapofymérisation 'biologique' 
serait dans ces conditions contrôlée par ,séquestration

réversible des radicaltx libres en extrémité de chaîne,. ce type mécanismeradicalaire bien que relativement nouveau, est recon-n";il "ir* o'"iir,*i"ar dansle domaine de la chimie macromoléculaire. Dans son principe, il est en effet,similaire aux réactions de polymérisations i""iq"."aites 'vivantes, parce que leurpropagation dépend d'une réaction.démasquag.-àu 
ç.oupement réactif terminal quiest sans cela est non réactive et dite 'dormanie'.ut',r 

Il est donc proposé ici que laréaction de polymérisation radicalaire des DHP et lignines soit dl cïtype. En effetmettant en jeu des radicaux suffisamment stabiliséi et séquestrés pour avoir descaractères 'dormant' puis 'vivant' selon les conditions locales d'agrégation, ellepermettraient en fin de croissance des réactivations radicalaires et ia propagationterminale de chaînes oligomères entre les agrégats en conditions ainsi lentes etrelativement controlées (Fig' 2)' Le processLls 'biologique' serait ainsi assimilable àcelui de réaction 'chimiquei' 
radiculuir., déjà décrit!, *n phase hétérogène, dans lecas de miniémulsions par séquestration de chaînes dormantes, mais aussi lors desynthèses de polymères en bloc, reliés pa-r d.s s"gments amorphes6ib,. et qui tousaboutissent, après éventuels transfert-s ,i frug*.nàtions de chaîne oligomèresu-rd àla condensation terminare des brocs dir; ug.àgur, polymère .mort,. Lesconnaissances actuelles concernant les mécaniîmes d'oligomérisation et deréticulation modèle des DHP et-.des lignines sont encore trop globales etfragmentaires pour tenter de valider o-uîuntug. ces propositions. Bien quefrappantes, les ressemblances rle sont peut être hélas, que fortuites.
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Le quatrième et dernier point concerne le rôle des peroxydases dans la
formation de structures organisées. La possibilité de former de structures spatio-
temporelles par réactions peroxidasique n'a été rapportée que récemment. E,tle a été
observée à partir de solutions aqueuses cl'amidon soluble du commerce, par
réaction d'iode et de peroxyde d'hydrogène catalysée par la présence de
lactoperoxydase immobilisée sur les parois du réacteur.ooo Ces données sont en
complet accord avec les principes thèoriques d'autoorganisation55b et avec leurs
validations expérimentales en réacteur,tuo dé;à citées. Par la suite, étudiant très
systérnatiquement les aspects biophysiques des activités peroxydasiques, ces
premiers auteurs ont démontré de plus I'existence d'organisations temporelles
correspondantes, oscil lations et dynamique complexe, des réactions'oxydatiques',
par production de H202 par activation catalytique de 02, induites en présence de
substrats et cofacteurs phénoliques sirnples par de peroxydases diverses.uuo'" plus
récemment, analysant de façon détaillée les nombreuses étapes de ce type de
réaction à partir de donneurs organiques d'électrons, et de NADH en particulier, ils
ont aussi proposé que cette dynamique enzymatique complexe exerce un effet
protecteur contre les réactions d'inactivaTion induites sur les peroxydases elle
mêmes, par les produits intermédiaires d'oxydation.66d Enfin, ils ont aussi décrit
I'induction rapide de bifurcations entre voies métaboliques qui, dans ces conditions
et du fait des principes de 'complexité'5sb déjà citée, ne nécessiteraient pas de
changement génétique régulateur.66" Bien que très pertinents et rigoureusement
établis, ces résultats originaux et ces hypothèses de biophysique générale ne sont
pas souvent systématiquement pris en compte dans les publications
correspondantes, spécifiquement biochimiques et biologiques, qui concernent les
peroxydases 'végétales', y compris Ç_ans des revues récentes, pourtant
approfondies, visant aussi la lignification.6T Par contre, l'importance des activités
oxidatiques des peroxydases in vitro et durant la lignification in sittt des parois
végétales est par plus souvent reconnue. Elle a été récemment analysée et son
importance a été confirmée par des études originales approfondl.r.67c'68a'b,' A ce
propos, ces auteurs ont suggéré que la formation d'H2O2 utilisée lors de la
biosynthèses clr,;; lignines provienne de réactions d'autoxidation de I'alcool
coniféryliqu': l'*'tttsé et non pas d'une activation indirecte de O: par la peroxidase
elle-même.t"' Un tel mécanisme autocatalytique bimoléculaire "rf .ornpotible avec
le modèle proposé et les principes cités; l ' init iation de la polymérisation des
lignines par fluctuations locales proposée dans la Figure 2 peut lui correspondre.
Ainsi, en matière de morphogenèse, biologique ou non, I ' intérêt de ces données
biophysique et physiologiques semble clair dans la mesure ou les observations de
ces attteurs, conltnnant d'abord 1'existence d'effets spatio-temporels d'organisation
catalysés par des peroxydases, montrent aussi la diversité des mécanismes oxidatifs
envisageables66b'" ainsi que leur dépendance en fonction du pH du milieu.un Po,
rapport à la lignification des DHP, il suffit donc de rappeler que de tels effets du
PH ont été déjà montrés sur la composition moléculaire des DFIP et des LC70"'b de
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même qtle ceux du potentiel redox.-tetb Comme ci dessus. les connaissances act'elles
concen.lant les rnécanismes macromoléculaire de polymérisation oxydative des DHp et
des lignines sont encore trop mal connlrs pour permettre de valider une fopction
morphogénétique directe allx peroxydases. Cependalt. I'observation d'oscillations
significatives après 6 heures de réaction pendant la densification des agrégats de
DHP en présence de pectine,2i' dejà citée, pourrait en constituer un indice.
Concernant encore, les mécanismes ptrysiologiques de pol1,mérisation oxydative
des l ignines, la possibil i té de couplages entre voiei métaboliques méritent
commentaire aussi. Concernant le métabolisrne général de l ignificationr0'rr i ls
affecteraient le métabolisme énergétique oxydatif, en particutier dËs T\fADG)H déjà
envisagés, mais cefte fois au niveau du transtèrt des monomères de lignin., u- l.
plasmalemne vers la parois végétale en vue de leur oxydation àu cours de
lignihcation. La possibil i té d'un tel couplage a été proposée récemment dans le cas
de Tabac dont les peroxydases associées à la lignificaiion avaient été modifiées par
transgenèse.ut" Obiervairt des réductions semÙlubl., à la fois des teneurs et des
composition en monomères mono- :t di- méthoxylés, ces auteurs ont suggéré que
I'existence d'un mécanisme physiologiqtre de rétrorégulation qui inhiberait leur
tla.nlfert vers la parois à la condition que la capacité oxydative toit di*inuée. Il est
évident que I'existence, proposée ici, de I'implication cl'une activité oxydatique
dans la polymérisation des lignines qui serait particulièrement consomrnatrice de'pottvoir réducteur cellulaire,'sous forme de NADH, ne ferait que conforter I'effet
d'un tel mécanisme de rétro-régulation. En accord avec c.s u,-,i.u.s, il convient de
souligner que les manipulations génétiques des activités peroxydasiques ont abouti,
dans d'autres cas cependant, à des effets différents. Des réductions ou des
augmentations des activité peroxydasiques ont été corrélées soit à des diminutions
loit 1. 

d.,,?.,g*."ntations de 'teneurs totale' en lignine chez respectivement des
Peupliers"o et dps Tabacs,Tlb avec cependant dansle dernier cas une absence de
modification trette de composition en monomères non condensés. Déjà analysée
bien en détail,r0.en terme de coût relatif des diverses voies rnétaboliques globales
de lignification,rrcette notion de couplage métabolique semble mérite ici d,autant
plus intérêt en tenne de m*orphogenèse des parois lignifiées que, précisant des
observations anciennes,tt o'o I 'existence d'une périodicité louinaiiô.e d. dépôt
d'hérnicelluloses et des l i-enine. en tant que matri.. un1oiphe entre les fibres
cellulosiques des cottches pariétales, a été rapportée et confirmée.t2' Ce processus a
de plus été rnis en relation avec ctes cycles rJe mise en compression des parois
végétales en cours de croissance aboutissant à l 'établissement de contraintes
mécanique de compressiotl7l" en cohérence avec unç fonction morphogénétique
globale' Au total, trne flonction organisatrice des'ct,:tivités ntétaboliqt)es intégré'es,
de polymérisation des l ignines dans les parois végétales semble donc possible; les
données invoquées ici en sa faveur ne sont qu'inrl ir:rtes cependânt. Cornme
précédemment, ces rapprochements ne sont p*ri êt.* h.i lr:;. q,,e fortuits; I 'epjeu
considérable que représente la maîtrise des processus de l ignific'ation semble quànd
même, mériter leur validation.
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Alors que des propositions plus pratiques ont été déjà fonnulées, seules
quelques idées directrices de cette revue sont regroupées en cinq points.

En premier lieu, il est admis comme hypothèse de départ, la plus couramment
retenue actuellement, que la formation des lignines et le processus de lignification
des parois végétales sont amorcés par une 'réaction', de type enzyrnatique, et
qu'elles se réalisent par des mécanismes non enzyrnatiques de façon dite pour cette
raison 'spontanée'.

Ces processus aboutiraient ainsi à la formation d'un 'système ligno-cellulosique
pariétal', ensemble dans lequel des 'éléments' macromoléculaires ou non sont liées par
de multiples interactions croisées. Ce 'système composite pariétal' serait, dans ces
conditions, 'composé' essentiellement de quatre sortes d'éléments organisés: des
fibres cellulosiques, des matrices de Vpe hémicelluloses et de Vpe lignines,
hétérogènes au plan moléculaire, et enfin d'eau, elle même organisée aussi autant par
adsorption aux interphases que en elle-mêrne, contribuant alors de ce fait à des effets
entropiques organisateurs, statiques et dynantiques, de l'ensemble.

Le phénomène d'organisation spontanée de cet ensemble résulterait ainsi du
caractère coopératif et réversible, à l'état de gel 'colloidal', de ces interactions.
Elles mettraient principalement en jeu des 'liaisons' de Upe éventuellement
ionique mais surtout hydrogène et hydrophobes. Leur formation concertée, en
cascade, déterminerait la stabilisation d'états du système, configurés de façon
d'abord plutôt réversible de type parois primaires, puis plutôt irréversibles, après
réticulation, de type parois secondaires. Dans ces conditions, I'organisation des'chaînes polymères' serait aussi modifiée et réorganisable. Ces modifications
autoriseraient, par 'déploiement-repliement' des enchaînements polymères, les
formation, déformation et reformation de ces systèmes structurés frbreux,
aboutissant à des états définis particuliers, 'formes', relativement stables au plans
mécanique et plus généralement thermodynamique.

La formation progressive et localisée de lignine en forme de grains, agrégats,
résulterait, dans le cadre d'un modèle proposé (Fig. 2), d'effets antagonistes
inhibiteur et activateur autocatalysé, conformes aux principes physico-chimiques
très généraux de I'autoorganisation des systèn'res thermodynamiquement complexes
qui furent établis)) et validés expérimentalement,5u pu. ailleurs. Ce modèle
simplifié, combinant ces facteurs sur la base de fluctuation autoxydation et
autocatalyse qui activeraient la polymérisation des lignines suffit pour décrire
qualitativement les observations faites tant in silrr que in vino.Il vise à permettre
des hypothèses plus détaillées des mécanismes moléculaires tant biologiques que
technologiques, évoquées en lntroduction.

A ce propos, il convient enfin de souligner le caractère très schématique des
mécanismes invoqués ici lors de séparationsde phases, de I' individualisation, de la
rétraction et de la fusion des agrégats et modules de lignine pendant la formation
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des parois l ignifiées ainsi lors des ef-fets rnécaniques de rnise sous contrainte des
tissus de réaction ainsi que de détbrniation ou ruptures mécaniques. De rnême. les
suggestions concernant le désenchevêtrement des chaînes l i-qnocellulosiques sous
contraintes et leur réorganisation qui seraient susceptibles de contribuer à la
stabil isation biologique etlou technologique ultérieure des parois végétales et
produits dérives sont très simplif iées. Eltes semblent pourtant uti les car elles sont
susceptibles de fournir des bases moléculaires théoriques, en vue cle la description
de phénomènes biologiques complexes. tels que l 'établissement des contraintes de
croissance et la fonnation des bois de réaction. Elles pourraient même conduire à
expliciter en terme de mécanismes moléculaire des concepts encore trop souvent flous
ou seulement finalistes, d'états, de structures ou d'organisations 'plus adaptées
biologiquement', et mêrne les termes tels que 'autoorganisation' ou 'compatibilisation'.

Bien que regrettées, ces simplif ications sont cependant diff ici les à éviter. Elles
tiennent au caractère de 'systèmes complexe' que constituent en général les
composés .l ignocellLrlosiques. Leur étude est donc faite 'à I 'approche du
complexe';55b elle nécessite et encourage donc des démarches pluridisciplinaires,
en équipe, dont le besoin et I ' intérêt géndral a été, encore récemment, souligné2'73
mais qui, concernant ici les domaines vastes de la chimie, la biologie, la physiqr"re
et les technologies,-n'ont pu faire I 'objet ici, que de vues simplif iées.
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This paper is dedicated to Prof. Takayoshi Higuchi, 
 on the occasion of his 80th anniversary, 

 to congratulate his great stimulating contribution to lignin biosynthesis and biodegradation; 
 I shall never forget our visit and wishes for a closer cooperation, 

 in front of the Silver Phenix at Byodo-Hin, in May 1981 
 
The role of the ‘peroxidase-oxidase’ reaction (catalytic formation of H2O2 by O2 activation), now well-
known but seldom discussed, is recalled with respect to biochemical studies on lignin polymerisation and 
emphasis on the physico-chemical mechanisms of pattern formation and of molecular organisation during 
the synthesis of lignin model compounds (DHP). The corresponding processes of supramolecular assembly 
involving oligolignols interactions are related to more fundamental kinetic and thermodynamic mechanisms 
of cooperative inter- and intra-molecular binding reactions of polymer ligands, through interfacial- and 
template-constrained polymerisation. Finally, viewing synthetic and natural lignified structures as ‘open 
systems far from equilibrium’, typically self-organized by nucleation processes and by the formation of 
‘dissipative structures’, as previously illustrated in this journal (Cellulose Chem. Technol., 2005, 39, pp. 341-
367), the so-called ‘random’ process of lignification is tentatively described in terms of intra- and inter-
molecular cooperative non-covalent and covalent ‘binding’ and of hydrophobic ‘solvatation’. Here, the 
somehow controversial word ‘random’ refers to the pre-existence of elementary (i.e. atomic, molecular and 
polymer) structured building-blocks and to the absence of pre-formed systemic (i.e. supramolecular 
assemblies) organization. 
 
 

The formation and progressive evolution 
of diverse macroscopic patterns during the 
biosynthesis of lignified cell walls are 
currently well-established on the basis of 
unambiguous anatomical and cytochemical 
observations. During the first half of the 
XXth century, most of these observations, 
mainly founded on biochemical studies were, 
with rare and often neglected exceptions, 
seldom discussed in terms of the 
fundamental physico-chemical mechanisms 

that subtend these macro- and supra- 
molecular morphogenetic organizations. The 
review-chapter entitled “Biosynthesis of 
lignin”, written by T. Higuchi in 1985, is one 
of such exceptions in which, among many 
other topics, the author emphasized not only 
the structural differences evidenced in the 
formation of dehydrogenation polymers 
(DHP), involving diffusion across the cell 
membrane, for example in the dialysis tube, 
but also the possible regulation of lignin 
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polymerization, involving the formation of 
H2O2 from O2 by peroxidase-catalyzed 
reactions, cooperatively affected themselves 
by the number of reduced compounds, 
monolignols and ascorbic acid, for example. 

Also, highly significantly, in 1985 this 
chapter was included in the book 
“Biosynthesis and biodegradation of wood 
components”, viewed as “the first 
comprehensive book on wood biochemistry” 
intending, in the terms of its preface, “to seek 
to apply biotechnology to wood production 
and use”.1a With biochemistry as a necessary 
condition for some “new uses” of wood, the 
contents of both this chapter and the book 
still remain completely relevant. 

The continuously increasing number of 
papers published in specialized 
“biochemical” journals clearly illustrates this 
fact, accounting, however, a correlated 
increasing need of complementary studies on 
the related physico-chemical mechanisms 
substratum. Such “non- biochemical” data 
and hypotheses, often briefly and/or only 
rarely discussed by biochemists, were thus 
“non-conventional”, even now often 
“neglected” and finally “forgotten”. 

This is still currently the case of the two 
just cited topics; first: the peroxidase-
oxidase reaction, when looking back at its 
reported complex, non-linear dynamics 
induced by naturally occurring aromatic 
substrates allowing chaotic oscillations and 
convective pattern formation, secondly: the 
molecular structure of DHP, when looking 
back at the diverse spatial patterns, observed 
after their enzyme-initiated and chemically-
driven organization in the presence of mono- 
or/and multi-functional ligands, as the result 
of inter- and intra- molecular reactions, 
depending on cooperative binding and 
solvatation ranking mechanisms in both 
solutions and at interfaces. 

In this short note, the author supports the 
lasting and increasing interest for these non-
conventional topics in a specific biochemical 
view. In this respect, the significance of 
some “neglected” old key-papers is 
eventually recalled, on emphasizing some 
very recent papers more directly concerned 
with these physical chemistry views, with the 
aim of inciting to experimental validation in 
lignification studies. As a “short note”, the 

paper does not provide extended critical 
views. It has to be considered as 
complementary to a previous review 
focussed on some macromolecular aspects of 
the biological variability of lignins.1b This is 
a kind of part 2 of this review, providing 
more “fundamental” mechanistic views and 
references, in addition to those newly cited in 
the previous one, along with others,1c,f which 
are thus only mentioned, without being 
included in the reference list. 
 
The peroxidase-oxidase reaction and lignin- 
or dehydropolymer- polymerization 

The involvement of the activated oxygen 
species (especially the superoxide radical) of 
monophenols (especially coniferyl alcohol) 
and of reduced metabolites (especially 
malate and NADPH or NADH), in the 
hydrogen peroxide formation and related 
polymerisation of lignols and monophenols 
by isolated plant cell walls, was 
unambiguously demonstrated by G. Groos 
and coworkers in 1977. Even if extensively 
commented by Higuchi (1a pp. 148 and 159) 
and confirmed in 1978 by A.-M. Catesson 
and coworkers (1d p. 8), through a direct 
histochemical probe based on in situ malate-
NAD dependence, this enzymatic reaction 
mechanism seems to have been only rarely 
cited and exclusively in studies of H2O2 plant 
metabolism during a localized hypersensitive 
defence reaction,2 xylem cell wall 
lignification3 and cellular redox signalling 
the involvement of NAD(P)H and plant 
oxidases and peroxidases as simple enzyme 
oscillators4 in the general and secondary 
lignification metabolism,1b,d for example. To 
the best of our knowledge, based on citations 
and data base analysis, this reaction 
mechanism is apparently only seldom cited, 
“neglected”, during most of the current 
model studies of oxidative polymerisation of 
simple oligolignols and DHP supramolecular 
assembly, either in the presence or absence 
of copolymers. With some very rare 
exceptions of enzymatic biosynthesis of 
H2O2 by glucose-oxidase in the reaction 
medium, as reported by M.-T. Tollier and by 
N. Terashima and coworkers (1b, pp. 361 and 
352), for example, H2O2 is almost invariably 
used as a solution of “commercial H2O2” 
directly added reagent during the synthesis of LES  POLYMERES  VEGETAUX  Vol. 2 - part 1
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model lignin DHP. Equally, almost 
invariably, the effects of H2O2 local 
concentration and reaction kinetics, even if 
unambiguously demonstrated on the basis of 
Freudenberg’s conventional “Zulauf” and 
“Zutropf” conditions, are very seldom 
discussed even when the validity of the 
extrapolations of the mechanisms and the 
results of such in vitro synthesis to the 
lignified plant cell walls biosynthesis and 
their H2O2-related finely retro-regulated 
metabolism are involved. As evidenced in 
the introduction, it seems worth pointing out 
that the peroxidase-oxidase reaction 
supplemented with simple phenolics shows a 
typical oscillatory and complex dynamics,5a 
depending on the occurrence of the non-
linear, second order, intermediate 
autocatalytic reaction steps,5b,5c as a potential 
source of enzyme-catalyzed formation of 
special, macroscopic patterns,5d generators of 
characteristic instabilities or turbulences in 
homogeneous reactors or in a reaction-
diffusion environment, depending, for 
example, on the differences in proton 
diffusion, pH,5e or in substrate inhibition,6 
being thus a function of the spatio-temporal 
organisation of the reaction-diffusion system. 
Viewed in 1994 by the authors as “a 
challenge for physiologists”,7 the “nonlinear 
behaviour in the peroxidase-oxidase 
reaction” still remains a challenge for lignin 
biochemists but, rather surprisingly, for 
organic chemists as well! The metabolic 
stability of the related spatial patterns, 
described as “dissipative structures” (as later 
viewed here), was questioned by these 
authors “to stay on long-term in vivo” on the 
basis of model calculations,5e even when, 
however, the combination of autocatalytic 
reactions with the diffusion of reagents in an 
open reactor, leading to the formation of 
these dissipative structures, was viewed by 
others as “conditions for the formation of 
functional order in the evolution of life”.8 
Inviting thus experimentalists to validation, 
these assertions also warrant the very 
common need of “improving the catalytic 
performance of peroxidases in organic 
synthesis”, as recently illustrated, too, in the 
field of industrial chemistry, by Van de 
Welde and coworkers,9 who strongly 
emphasized the “crucial” mode of H2O2 

addition, when comparing the results of in 
situ generation of H2O2 with the introduction 
of a concentrated solution at a single point, 
through pumping into the reaction vessel. 

In the field of lignin biochemistry, 
whatever the experimental conditions of 
DHP synthesis and, similarly, of the 
biological synthesis of lignins, may be,1d,b the 
systematic, well-established differences 
between the macromolecular structure of 
lignins and DHP unambiguously show that 
conditions other than peroxidase-catalyzed 
reaction mechanisms are, at least, crucial. As 
emphasized in the introduction, this seems to 
be specifically the case, during the initial 
steps, enzymatic or not, of molecular 
assembling leading, through non-covalent or 
covalent interactions, to macromolecular 
structures and to the so-called “macroscopic 
patterns”. 

Even abridged, a survey of these steps is 
well beyond the scope of such a short note. 
Thus, aiming here not at “neglecting” a 
possible contribution of the “dissipative 
structures” to such a spatial organization, the 
importance of a cooperative interaction 
mechanism is suggested as one of the crucial 
factors during lignin and DHP spatial 
organisation, as illustrated and identified 
here when the physico-chemical conditions 
of DHP synthesis are compared for example, 
in agitated “homogeneous” solution and at 
“heterogeneous” liquid-air or liquid-solid 
interface. 
 
DHP spatial organisation and cooperative 
interaction mechanisms 

Organic synthesis through 
dehydrogenation of phenols as lignin model 
polymers has been initiated by Freudenberg 
and coworkers10a around 1950, with “the 
intention to duplicate as closely as possible 
lignin biosynthesis as it occurs in the plant” 
and again, around 1970, “the most significant 
result that lignin produced in vivo in nature 
and in vitro by biosynthesis in the laboratory 
are as closely identical, as might be 
reasonably expected of high-molecular mass 
amorphous materials”.10b Sometimes, 
although less and less frequently assimilated 
to the “natural” lignin biosynthesis, the 
chemical synthesis of DHP can and has to be 
currently perceived as the essential 
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complement of the in situ physico-chemical 
analysis contributing, at a microchemical 
level,11a to the systematic identification and 
characterisation of the occurrence of in vitro  
interactions among the lignified cell wall 
layers biopolymers, namely cellulose, 
hemicellulose, pectin, lignin and proteins, 
systematically analyzed in situ by L. Salmen 
and coworkers.11a,b 

The same type of complementarity is 
found when comparing the physico-chemical 
conditions of synthesis in agitated solution 
and at liquid-solid or liquid interfaces. 

In “solution”, according to Freudenberg’s 
bulk and end-wise conditions of 
polymerisation, the peroxidase activity has 
been recently demonstrated as “a crucial 
parameter for structural variations of 
DHP”,12 which agrees with the results of 
Tanahashi and Higuchi,1a for example, and 
with others papers, cited elsewhere.1a–d, 2 

Studies on DHP polymerisation under 
similar conditions, yet with the addition of 
macromolecular compounds, at “solid 
interfaces”, provided similar evidence on the 
variations – mainly – of the relative 
frequency of the inter-monomeric linkages in 
the presence of cyclodextrins,13a cellulose,13b 
macromolecular lignin fraction,13c,d 
arabinoxylan,13e pectin composites13f,g,h and 
xylan.13i Even when differences in the 
molecular mass and relative variations in the 
size and composition of oligomeric and 
copolymer fractions were less frequently 
reported, such studies, unambiguously 
demonstrating the highly significant 
occurrence of the physico-chemical 
interactions at solid-liquid interfaces, when 
compared to the variations reported in 
aqueous phase. Very stimulating figures have 
been drawn,13a, 13b, 13d, 13i to illustrate some so-
called molecular “template”, “scaffold”, 
“aggregation” effects, when identifying some 
molecular mechanisms of the assembling 
steps which, however, remained of quality 
when only “pure” analytical biochemistry 
was involved. 

At the “air-water interface”, a similar type 
of results was also reported when studying 
the kinetics and layer organisation during the 
peroxidase-polymerization of coniferyl 
alcohol, when the reaction occurs at and near 
the interface.14a,b In the early stages of the 

reaction, when only coniferyl alcohol dimers 
were analyzed, the relative proportions of 
dimers changed when compared to the 
polymerization in “solution”. Furthermore, 
by using combined methods of “pure” 
analytical biophysics for surface pressure 
and molecular organization, the formation of 
a 2D layer and of a 3D structure was 
observed. The modification, according to the 
mechanical surface constraints of the surface 
selected during the polymerisation study, 
leads to a process described as organized in 
the “subsurface”. Interestingly, the 
adsorption of the oxidation products, yet not 
the diffusion of the phenolic substrate, was 
identified as the rate-limiting step, allowing 
the idea of a kinetic model of DHP 
interphase organization at the “subsurface”, a 
model which quantitatively agrees with the 
surface and interfacial organization 
behaviour, as previously reported14c,d in the 
case of DHP synthesized “in solution”.  

Now, bringing together, at the molecular 
level, the similitude between the products of 
these three types of DHP synthesis and the 
reference at the macroscopic level, to the 
differences in the corresponding processes, 
perceived as “homogeneous” in agitated 
solution and as “heterogeneous” at liquid-air 
or at solid interface, it is thus suggested to 
look, at the elementary submolecular 
mechanisms level, on the cooperativity of the 
physico-chemical interaction steps as a 
crucial factor of DHP organisation. In this 
respect, one has to underline the essential 
difficulty to quantitatively conceptualize the 
notions of hetero- and homogeneity at least 
at two levels, not only in the case of 
interfacial assembly processes, in which the 
just cited macroscopic perceptions of 
“homogeneity” and “heterogeneity” could 
not be relevant at the macromolecular 
organisation level, as due to the 
submolecular interphase-subsurface-interface 
conceptual continuity, but also in the case of 
peroxidase-initiated and chemically-driven 
polymerisation of DHP which, under solid 
interface spatial constraints, unambiguously 
depends, too, on the relative proportions, 
often qualitatively perceived as “small” or 
“large”, of numerous reagents such as in 
H2O2, O2-activated species, phenolic 
substrates, in effectors and, of course, in LES  POLYMERES  VEGETAUX  Vol. 2 - part 1

219/529



Lignin polymerization 

 499

“polymer templates” concentrations. This 
latter point has been demonstrated and 
illustrated by, for example, Sarkanen and 
coworkers,13c,d who reported that 
“dehydrogenative polymerisation of 
coniferyl alcohol in homogenous solution 
has now been found to be strongly affected 
by small quantities of macromolecular lignin 
components”. Essential but more specific, 
difficult and sometimes even controversial,1e 
such questions are however not commented 
here any more, for the sake of shortly 
recalling the more general and elementary, 
“universal” mechanisms of cooperativity, 
aiming at stimulating its account in the case 
of DHP and lignin formation studies.  

Cooperative binding between “small” or 
“large” simple molecules to (bio)polymers is 
obviously “universal”, bearing more than a 
biochemical significance. According to the 
conventional polymer chemistry views, 
cooperativity can be conceptualized as a 
mechanism in which the interaction of a 
molecular structure with a binding site 
affects, in some way, the reactivity and, 
consequently, the binding capacity of its 
other sites. In this respect, the binding of an 
isolated ligand – “nucleation” –, the binding 
at the immediate neighbourhood of an 
already bound one – “aggregation” – and the 
intricate effect due to ligand-ligand binding – 
“dimerization” – were identified by G. 
Schwarz15a as standard elementary steps, 
which allowed the formulation of the 
quantitative relations required, recalled as the 
most useful tools in the experimental 
analysis of (bio)polymer formation 
processes. Among the plethora of other 
current relevant publications, this interest is 
here illustrated by only two particularly clear 
series of papers, combining model parameter 
calculations with subsequent experimental 
applications. As to the static and dynamic 
properties of the cooperative binding 
between ligands and linear polymers, the 
respective association constants, determining 
the type and degree of cooperativity – in 
addition to some related equilibrium 
concentration of components – were first 
calculated on the basis of a pertinent kinetic 
model.15a In the two following papers, this 
model was experimentally validated and 
extended to the dependence of cooperativity 

on ionic strength, polymer ligand ratio, 
ligand dimerization and stacking tendency of 
the neighbouring ligands, dyes, molecules. 
As to the complementary cases of multiple 
inter- and/or intra-molecular binding with 
mono- and/or poly-valent ligands, similar 
calculations, applied to reversible 
disassembly and gelification,15d have also 
provided quantitative criteria used to 
successfully assess the types of binding 
reported by other authors, positive- vs. 
negative- cooperativity or non-cooperativity, 
statistical or random binding, by the 
determination of the inter- and intra-
molecular equilibrium constants.15e By 
extending the general treatment of the 
macrocyclization control,15f tentatively 
viewed here as a modular polymerization of 
oligomeric chains as networks cycles, these 
data could be relevant in the modular 
formation of DHP and lignins, by assembling 
the oligolignols suggested, among others, by 
Freudenberg and Wayman, as previously 
reviewed (1b pp. 353; 1f ). Of course, 
concerning only the reversible cooperativity 
in self-assembly processes, this last model 
cannot be directly involved in DHP 
formation studies. However, it is suggested 
that such model could be tentatively applied 
at least during the initial steps of DHP 
synthesis, corresponding to the binding 
interactions between water solvated mono- 
and oligo-lignols and to their phase-
transition from a “free” liquid phase into an 
“interphase” constrained at the liquid-solid 
interface. Such a transition step would 
involve a thermodynamically controlled 
rearrangement of free-, solvated- and 
structural-water, as reviewed (1b pp. 351, 
eq.1; 1d), thus occurring prior to the local 
decrease of water concentration and 
chemical activity, as experimentally 
evidenced and discussed by Cathala and 
coworkers13g,h,i for the hydrophobic domains 
of the DHP nano-aggregates, for example. 
Specifying the concept of “concerted 
supramolecular organization” suggested in 
this respect, as well,1b the possibility of an 
either reversible or not concerted cooperative 
folding and unfolding of oligolignols has to 
be considered, along with concurrent 
dehydration and hydration effects, as due to 
the so-called “nonpolar”, “hydrophobic 
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hydration”, as evidenced in both 
experimental16a and model, theoretical16b,c 
studies of “hydrophobic proteins”, elastin 
and elastin-like polymers,16a,b,c but also in the 
often forgotten case of cellulosic fibres.16d,e 
Ironically, it could even be added that such a 
model can be directly applied to the study the 
complex metachromatic effects reported 
during the cytochemical characterisation of 
in situ lignin,1b prior to and after mechanical 
breaking,17 thus aiming at identifying some 
supramolecular intercalation reaction 
mechanisms and the related controversial 
occurrence of stereochemical effects due to 
the chiral spaces at the interfaces with solids, 
during DHP and even lignin (bio)synthesis!  

A last, much more short-term … reason 
of the interest for the molecular cooperativity 
effects in DHP lies in the recent report of 
Salmen and coworkers,18 who quantified the 
intermolecular coupling effects associated 
with the in situ lignin during glass transition 
changes, pointing out the possibility to 
enlarge the concepts and procedures of the 
global and segmental dynamics of polymer 
studies, in the case of in situ lignins. 
Accordingly, the large range of segmental 
behaviour in more or less smooth or 
constrained polymers systematically 
identified by Ngai and coworkers19 provides 
relevant incitation to elaborate models and to 
similarly quantify the role of submolecular 
differences and of the heterogeneity in DHP, 
as also suggested on the basis of “pure” 
biochemical analysis, when comparing the 
bulk – more “compact” Zutropf – and the 
end-wise – more “linear” Zulauf – types of 
DHP composites. 

Opposite to such (bio)chemical analyses, 
performed at polymer, molecular and 
submolecular “elemental” levels, polymer 
segmental chain motion, molecular steric 
substituent constraints or atomic orbital 
interactions, steering – for example, the 
additional possibility of physico-chemical 
studies, based on global, “systemic”, 
thermodynamic bases – have to be finally 
recalled. 

The possibility to analyse the very early 
steps of formation and assembly of 
macromolecules, and thus of lignin and 
DHP, according to the thermodynamic views 
initiated and developed mainly by Prigogine 

and co-workers, has been recently discussed 
in this journal,1b even if exclusively at  the 
biochemical level. Complementary views on 
the principles of the thermodynamic control 
of the physico-chemical mechanisms of 
spatial self-organisation and of auto-
catalyzed peroxidase polymerisation are thus 
presented here with reference mainly to 
cited, yet not listed papers. 

Adapted from the previously mentioned 
paper (1b, Fig. 2, p. 356 and ref. 55-56), 
Figure 1 summarizes the central suggestion 
that “the early stages of lignin and DHP 
depend on non-equilibrium stationary states 
allowing, under certain conditions, 
phenomena of macroscopic self-organization 
described as temporal rhythms and special 
patterns”, which depend on both external and 
internal constraints, expressed by a very 
limited number of thermodynamic 
parameters describing the system. According 
to both theoretical bases, expressed by 
Prigogine 20a,b,c and coworkers, and to the 
corresponding unambiguous experimental 
validations of De Keppers, Boissonnade20d,e 
and Epstein groups,20f,g the spatial 
organization processes of DHP and lignin are 
tentatively described as “chemical 
morphogenesis” processes initiated by a non-
linear, “complex”, oxidasic enzyme system 
and driven by random chemical interactions. 
Adapted from a cartoon of De Keppers et al. 
(20e, p. 86), this figure is only a draft. It 
tends to outline, as a function of time and of 
a generalized spacial-3D distance, the 
evolution of the concentrations of some 
molecular species possibly involved in the 
sub-molecular mechanisms of DHP-
aggregate formation at a liquid-solid 
interface occurring in the diffusion cell 
reactor,13g,h in which the peroxidase-
polymerization of DHP is performed through 
diffusion into a cellulose-pectin composite 
mat, for example. 

As previously discussed,1f,c and also 
according to Wayman’s and Freudenberg’s 
earlier models, the formation of relatively 
short and thus soluble oligolignols (2 f.) 
would occur first, leading, as just mentioned, 
to their cooperative self-assembly, as 
insoluble lignin, like oligolignol networks (3 
f.), finally appearing as 3D patterns, granular 
nano-structures, at macroscopic cyto-LES  POLYMERES  VEGETAUX  Vol. 2 - part 1
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chemical level (4 f.). Thus, DHP formation 
by cooperative interactions and self-
organization is viewed, according to polymer 
chemistry, as a thermodynamically and 
stochastically (“statistically” or “randomly” 
would be equivalent terms!) “simple and 
natural” phenomenon. In this respect, the 
(bio)synthesis of DHP and lignin appears to 
be driven not only in the initiation (1 f.) but 
also in the aggregation (4 f.) steps, according 
to a balance mechanism between energy 
dissipative and conservative processes, again 
emphasized, through thermodynamically-
constrained mechanisms very similar to 
those described during the “chaotic reactions 
of polymer string formation” and also during 

the “bifurcation process”, as extensively 
discussed by Prigogine (20d, 20a pp. 246-
250). According to Eigen’s authoritative 
contribution to the self-organization of the 
matter and to the evolution of biological 
macromolecules,21 the word “random” refers 
here to the pre-existence of elementary (i.e. 
atomic, molecular and polymer) structured 
building-blocks and to the absence of a pre-
formed systemic (i.e. supramolecular 
assemblies) organization. For avoiding, as 
previously done,1e any controversy on the 
question of the “random or not-random” 
nature of lignin origin, this point of view is 
not accounted here any more. 

 

 
Figure 1: Formation of “clusters”, a granular structure of DHP, during “chemical morphogenesis”, involving 
the antagonistic effects of activation and inhibition of the polymerisation reactions of free radical monomers 
and of the oligomeric fractions of lignins. The formation of a first aggregate, (1), initiated by a random 
“local” fluctuation, induces, as a function of time, an autocatalyzed activation and polymerization of 
monomers (2), with the formation of oligomers, subsequently aggregated by a first localized and fast 
accumulation (continuous bell-shaped distribution curves), which becomes more extended and slower 
(discontinuous curves). The formation of other aggregates is possible (3) or not (4), depending on the 
“distance” types vs. the internal and external constraints of the system and on the cooperative molecular 
interactions (see the text) 
 

Consequently, if considering first – in this 
respect – the peroxidase-oxidase mechanism, 
one has to emphasize, as also clearly stressed 
by Eigen,21 that Prigogine and his coworkers 
demonstrated that “a combination of 
autocatalytic reaction behaviour with 
transport process may lead to a peculiar 
spatial distribution of the reaction partners”, 

which he called “dissipative structures”, i.e. 
structures resulting from a dissipation of 
energy rather than from molecular 
conservative forces. A very clear 
presentation of the corresponding thermo-
dynamic balance mechanism between 
dissipative and conservative processes in, 
respectively, equilibrium and non-LES  POLYMERES  VEGETAUX  Vol. 2 - part 1
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equilibrium structures, is given by Prigogine 
in his seminal book,22 as illustrated in Figure 
4 of Chapter 8, on the creation of order in 
open systems, shifted far from equilibrium 
by external constraints. Including the 
reaction loops and complex kinetics 
depending on the redox potential of the 
phenolic effectors not consumed during the 
reaction, as reported by Kummer and 
coworkers,5a-c,7 the peroxidase-oxidase 
system mechanism is consistent not only 
with the possibility of supporting pattern 
formation but also with the nucleation steps 
in the synthesis of DHP models and of in situ 
lignins. 

As to the related dehydropolymer (DHP) 
formation, one can emphasize, as illustrated 
by Pacault,20d Epstein,20f and Kondepudy and 
coworkers,23 that the spatial inhomogeneities 
can interact with and even amplify the 
temporal non-linearities in evolving complex 
systems brought about by autocatalytic 
mechanisms and by the competition between 
the internal and external constraints, which 
fully agrees with Prigogine’s above-
mentioned views. The importance of the 
“perfect” mixing conditions in either “small” 
reaction vials or “large” reactors, to the 
structure of the reaction products was 
experimentally demonstrated by these 
authors, who emphasized the practical 
importance of the instabilities in 
“thermokinetic phenomena”.20d The poor 
reproducibility observed during DHP 
synthesis according to the reaction 
conditions, “mixing”, sometime deplored but 
seldom discussed when quantitatively … 
analyzed, is fully consistent with this type of 
instability of the autocatalytic enzyme 
system. According to these observations, B. 
Cathala and coworkers24 showed, again in 
agreement with other authors, that an “as 
careful as possible control” of the state of the 
reactor, of the preparation conditions and of 
the reagent mixing allows significant 
improvements of the reproducibility between 
DHP preparations. However, because of the 
lack, to the best of our knowledge, of more 
precise quantitative and specific data on the 
other autocatalytic process steps of 
nucleation and aggregation during the DHP 
synthesis plotted in Figure 1, no other 
comments are attempted here. 

CONCLUSIONS 
Trying to combine and to express as 

simply as possible, in a “foreign language”, 
thus sometimes unavoidably inexact, a large 
number of data arising from biochemistry, 
physical chemistry and thermodynamics, this 
short note has to be viewed mainly as an 
illustration of the interest of the 
multidisciplinary approaches to the 
biosynthesis of lignin and synthesis of DHP 
models. It is thus seen as an invitation to 
reinforce and enlarge the cooperations; the 
idea is common and of course not new,25 yet 
requiring some insistence to currently 
survive.1e Furthermore, it strengthens the 
wish that such scientific cooperativity … 
would contribute not only to breaking some 
“closed circles of conventional research”, but 
also to opening accounts on not only old, 
“forgotten”, but also new, “non-
conventional” ideas as typical and ultimate 
illustrations in the case of lignin 
biochemistry, formation of nano clusters and 
related fractal properties of lignin and DHP, 
already pertinently explored, but not yet 
revealed here, by J. Gravitis and 
coworkers!26 
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Lignins are classified among 'secondary plant
products' because of the large and specific botanical
variability of their molecular structures and of their
cell wall strengtheningfunctions. The diversity of the
biosynthesis pathways of lignin monomeric units and
the complexity of their polymerisation reactions, do
not allows simple assignment of lignins to 'primary'

or 'secondary' metabolites but can be related to plant
evolution The secondam charaaer of lisnins is however
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clearly demonstrated by i : differences among the tissue ligniJication patterns
(tree rylem and cork, annual plant sclerenchyma and parenchyma), ii : variety
of the 'usual' phenyl-, guaiacyl- and syringflJignin types reported in
Gymnosperms, Angiosperms and Monocotyledons as linear and bulk polymers
(Fig I), iii : 'unusual' specific lignification patterns of fibre plants (Flax and
Kenafl and of Gramineae (mainly LV'heat and Maïze). Redox potentials, steric
effects and molecular complexe formations are major factors of this structural
variability and biological plasticity. They determine some spatial 'order' in the
lignin 'random' networks, by self-organization fficts. This secondary diversity
is also shown by the molecular mechanisms of cell wall strengthening, during
'normal' growth and 'induced' reactions in soft- and hard-woods, in lianas but
also in grass straws (nodes reorientation) because of mechanical stresses
resulting from interactions between the components of the 'cell wall polyner
system'. In spite of these clear evidences of this functional molecular
variability, and thus secondary character of lignins, care has to be taken to
some recurrent analyical questions, related to local/total lignin content and
monomeric composition. In this respect, the importance to look ligniJied plant
cell walls as 'self-organized complex systemst is emphasized. Possible
mechanisms of self-organisation spatio-temporal fficts are suggested, in
agreement with the curnent paradigm of lignin random formation.

1. Introduction
Concerning 'plant phenolics as secondary metabolites', in this review,

emphasis is placed on the botanical variability of lignins, particularly on their
chemical structure ('lignin-types') as well as on one of theirbiological functions
('mechanical strengthening').

Taking also into account a few selected data concerning lignin biosynthesis,
some introductory cornments seems necessary to make these choices clearer.
The occurrence of 'lignin' as 'defined' chemical compound, 'endowed with
biological functions', has long been recognized, by agricultural chemists during
the last decades of the XIX century, by H. Braconnot , H. Payen and particularly
E. Fremy [1] who emphasized the differences in chemical composition between
'vessels' and 'fibres' isolated from woods. The names 'vasculose' and'fibrose'
were even proposed by Fremy for the corresponding fractions of wood, whose
characteristic reactivity in acid and alcaline medium could be even nowadays
attributed to contemporary 'lignins'. The biological, genetic and
ecophysiological variabilify of lignin and thus the corresponding plural,
('lignins'), was however, recbgnized much later, in the second part of the XX
century, mainly by biochemists and plant physiologists, as previously reviewed
[2]. The fact that, 'lignin in plant has a certain biological plasticity or variability
and is able to adapt it self to external conditions' was stated pertinently, for
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Variability of lignins as secondary metabolites

example by K. Kratzl, in the case of the formation of reaction woods [3]. He
also emphasized the importance of 'biogenetic considerations' [4], to pràvide a
new implulse in the usual studies of lignin which were mainly based on organic-
and also macromolecular- chemistry. In fact, according to K. Freudenberg, until
the sixties only the 'haziest notions about the nature of polymeric molecules,
were developed. Thus, conceming the chemical constitution of lignin, advances
were 'depressingly slow'[5], becausey'rst: the question of the occurrence of any'ordered' or 'fortuitous' polymeric constitution of lignin was only stated,
considering lignin as either a 'refuse' or a'chemical individual'[5], and second:
that lignin studies were focused in priority on conifers species and even only on
Spruce wood, in relation to the short term interests of pulp and paper
production.

At this time nevertheless, due to newly adapted methods of chemical
characterisation, mainly ethanolysis, nitrobenzene- and/or potassium
permanganate- oxidations , reviewed earlier [2] - [6], the three most frequent
types of phenylpropane lignin monomeric units: .monolignols' or preferably
'lignols', were unambiguously recognized in different proportions, even in .the'
lignin of normal and reaction woods of conifers, and were 'identified'

according to their aromatic cycle substitution pattern (figl), as:

: I : non-methoxylated, p-hydroxyphenyl, or'phenyl, : (H),
:2 : p-hydroxyphenyl- o rth o -methoxylated, or' coniferyl, or . gu aiacyl' : (G),
:3 : p-hydroxyphenyl-vic-dimethoxylated, or'syringyl, : (S).

Due to the fact that Gymnosperm wood lignin contains mainly G units, most
of the related models of lignin 'molecular' constitution were then based, and
often later, exclusively discussed, as a homo-coniferyl G-polymer [7]. The large
diversity of 'lignin' in the plant kirlgdom was however at that times, very clearly
demonstrated particularly inl958 by Gibbs[8]. For example, in a systematic
survey of 90 species of Monocotyledons, includitg 72 genera and 37 famillies,
Gibbs emphasized that about 65, gave positive unambiguous eviderlces of the
occurrence of S units in lignin. He reported also small amount of S even in some
Conifers, he concluded that 'in all probability, the lignins (plural!) of all
Angiosperms contain the syringyl grouping'. Moreover, a functional
significance of this variability of lignins, in terms of conducting- and./or
supporting-tissues, was then also suggested, (see the cornments by Thimman
and by Wareing, published in this key reference).

Whatever their pertinence, these early visionary views of biologists were
rather overlooked or not understood, probably due to a context of short term
industrial priorities. In this respect, the 'reference'textbook, coedited inlgTlby
Sarkanen and Ludwig [9], provides some unmatched views on the structure and
the occurrence of lignins and makes an noteworthy exception, with its chapterLES  POLYMERES  VEGETAUX  Vol. 2 - part 1
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on lignin classification and distribution [10], as it emphasizes for exemple, the
,appallingly scant current knowledges of the lignin component (singular!) in

herbaceous Dicotyledons" over the last two decades, the emergence of possible
'biotechnological modifications' of lignins in terms of macromolecular structure

[1], of biosynthesis regulation and of of biological functions U2l, [13]'
iecénUy reviewed, also reinforce the need for a more precise assessment ofthe

biological variability among the many 'lignin types' and related phenolic

compounds.
Currently, any plant biochemist would further stress that the characteristic

of ,secondary plant product' which has been clearly attributed to the monomeric

plant phenolici metabolites in the past [1, 14], is even now much more rarely

iakenlnto acount in the case ofthe 'phenolic polymer lignin'. It is thus one of

the purposes ofthis review to consider, albeit though selectively due to a lack of

space, both the structural and the functional variability of lignins, in view of this

so called'secondary' metabolism.
This chapter documents thus three points :

(r) 'lignin' as a member of the 'cluster'of the plant phenolic secondary' 
products, in respect to phytochemical differentiation and evolution,

(ii) 'lignins' as a set of cell wall linked phenylpropanoid polymers' in

respect to the diversity of their molecular ,mainly monomeric, structure

and to the occurrence of specihc H-, G- and SJignin 'types' or
'fractions'. identified and isolated as 'defined' chemical compound,

(iil) .lignins' as functional components of plant cell walls, when integrated' - 
inine polymeric netwoorks of the wall layers, in respeôt to mechanical
properties, to growth stresses generation and to reorientation of stems

by formation of reaction tissues. This review is however limited to

Gramineae, Monocotyledons, and a few cases of woody Angiosperms.

To conclude, some recurrent methodological or analytical difficulties which

introduce some uncertâinty into these discussions and views are finally

presented, before a few general comments on self-organisation of lignins and

cell wall netwoorks.
In an attempt to provide mord stimulating and synthetic points of view,

some analytical data previously reported, even by other authors, were compared

on the basis of 'standard correlation coefftcients'. In this respect, even

unconventional ideas and/or provocative hypothesis have been deliberately put

forward.

2. Lignin as a phenolic plant secondary product
Plants have a characteristic ability to synthetise and accumulate a large

diversity of 'simple' low molecular weight (micromolecular) and 'complex'
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Variability of lignins as secondary metabolites

polymeric (macromolecular) phenolic compounds, which are biogenetically
related and usually classified as 'secondary compounds, even ifthe meaning oi
pti1ury or ofsecondary metabolism or products ôhange according to the authors
and currently appears as oversimplified. Having discussed these opinions in the
case of lignins, some aspects of biosynthetic pathways and pàlymerization
reaction of lignols, designed as factors of such diversity, are briefiy reviewed
here .

2 A. Plant phenolics as secondary metabolites
Secondary compounds have been comprehensively reviewed by conn and

coauthors [15], who defined secondary compounds as .those naturâl products,
ylua_llr of plant origin, which do not function directly in the primary
biochemical activities that support the growth, development , and reproàuction
of the organism in which they occur; such compounai belng restricted in their
occurrence or distribution in nature'. At least two chapters of this book were
more specifically devoted to lignin, respectively to the .enzymology of the
monomeric units biosynthesis', by Grisebach, and to the lignin formation
(lignification) viewed as a 'process integrated in cellJ and tissues
differentiation', by wiermann. Not only xylem but also the other soecific
elements, e. g. sclerenchyma, were emphasized. As primary metabolic puth*uy.
are not necesarilly the same in all species however, Bell emphasized , in this
book also, the need to revise our.ideas concerning the role àr roles of many
biological coumponds [16]. Even when the two century old concept of'secondary metabolites', which could be attributed to Kossel and to czapeck
was 'largely mysterious'[17], one now can assume, with these last authors. that
the secondary compounds play, by their variability, a major role in the
adaptation of plants to their environmentv As later discussed, this is particularly
true for lignins 'plasticity'. Furtlrermore, based on relevant comprehensive
experimental evidences reviewed by Gottlieb [18], and thus, contrarlrto cenrury
old beliefs, the so-called 'secondary metabolism', which was designâted also by
him as 'special', is likewise essential to plant life and adaptation.

, In this respect, this primary versus secondary hierarchical classification of
the general plant phenolic metabolism seems now simplistic. In agreement with
Gottliebs's views on 'special I general'metabolisms, if thus seems-preferable for
example to divide the lignin biosynthetic pathways according to three general'sequences' : shikimate-, cinnamic acids- and lignin-monomers-parts [12], or to
discriminate two main 'primary-' and 'secondary-' lignin types aicording to their'commonness in vessels' and thefu 'adaptability in fibres" corresponding very
roughly however, to respectively the guaiacyl- and syringyl-lignin types tl9l.

More specifically, (j) the very large functional diversity oflignification
patterns of plant cell walls, (tD their great specific differences in temporal
sequences, and (iii) the related variations ofspatial distribution in the cell wallLES  POLYMERES  VEGETAUX  Vol. 2 - part 1
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layers during the differentiation of plant organs allows to emphasize

unambiguously .the formation of lignin as one of the most important

achievement of the secondary metabolism' [20]. However, the need to take into

account more fiuzy boundaries between these two different metabolisms has

also to be considered due to the extensive reprogramming of both (i) the
.flexible, secondary metabolisnr, previously reported at the gene expression

level [21], and more recently confirmed after UV induction of the frne

regulatory networks involved in the 'simple' flavonoid biosynthesis 122f, and

(iD tne .common' primary metabolism as shown for example, even after a small

à..r"^. of the transketolase activity, in Tobacco transformants, which

markedly affected both the lignin content and the lignin distribution in the

xylem [23].- 
Similarly, it seems relevant to also 'reduce the contrast' between lignins,

viewed as polymer of lignols only, and nonJignin phenolics linked to the cell

walls. such as cinnamic acid derivatives linked to either polysaccharides or

lignin fractions [l3]. One of the main reasons, could be the progressive

cdncerted evolution 'towards diversity' of both the macromolecular and the

micromolecular primary and secondary phenolics, since the appearance of land

plants [24], which could be related to two main factors. First, as far as UV-solar

irradiation is concemed, a protective adaptation against UV damages by

deamination of aromatic aminoacids has been proposed [25], accounting for the

appearance of the different famillies of phenolics and making thus possible,

quite early in the evolution, the accumulation at the cell surfaces of cinnamic

aiids, phenylpropanoid and flavonoid derivatives, and then later ofthe lignins

and/or-lilninJike compounds endowes in addition of adhesive-strenghtening

functions, as discussed also elsewhere 1261. Second, as far as the variable

oxygen content in atmosphere is concerned, the progressive increase of

oxidation degree, by hydrpxylation, ofthese phenolics, analogous for the other

micromolecular metabolites 1241, with a corresponding protection, by

methoxylation, allowing a progressive diversification of the aromatic cycle

substitution patterns, from H to G then S in the case of lignols and of the

corresponding cinnamic acids derivatives.
If these two 'mechanisms' are. combined, some phylogenic and ontogenic

correlations can be recognized. The most primitive plants would have first,

excreted some non-methoxylated, H type, phenolics which were polymerized

after that, non enzymatically at the outside of their outer membrane, combining

thus UV-screening effect and oxydative adhesive strengthening possibility,

which correspond to the 'current' characteristic function of the primary wall

middle lamella (ML), (cf. $ 4A). On the other hand, dimethoxylated S+ype

lignols would have appeared later on, being thus deposited in Dicotyledons,
mainly in the fully extended second wall layer (S2 ) of the secondary cell wall
(SW) thickenings at the inside of the ML layer of fibres, and in the
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Variability of lignins as secondary metabolites

Monocotyledons, during the 'lignification' 
of collenchyma into sclerenchyma($ :3A) .

-. Accordingly, the occu,'ence in plant cell walls not only of polymerized
lignols (lignins) but also of other Lonomeric, .simple,, und/o.'otigo_.'",'complex', phenolics seems to be viewed now as attempts at evolutionary
advances by plants' based on potential advantages gained with the secondary,'special', excreted phenolics metabolites [1g,24], and not at ail as evidence of'waste'or'refuse 

cast outside', as prevously discussed [13].This seeÀs to beparticularly rhe case for proânthocyanidins tzi-ztil u"t 
- 

uiro forhydroxycinnamic acids (HC,A) in Dicotyledons [3r] and in Monocotyledons
[32], and tikelv also for simprer flavonoids t::1. càncËÀirg HôÂ,iî,"rrr"r, tothe, Monocofyledons , where the o..uo"n.à oi fo, "ru-pË, r"i. ".ià in cettwalls is widespread (25 of the 52 families examinedj, in orcotyt"oons itsoccu.'ence was restricted to cariophyllales, g of 150 families. Àt th" oth".hand, PCA was mainly found in the group oi FA containing Monocotyledons,
but also in some Dicotyledons species, in an appearantty erratic fashion. These
specific_variations, probably rerated in the case àrpce io "t urrg., tignià"ution
pattem 113,34f, will not be detailled here also.

However, as they are central in each of the three 'parts, of the ligninsecondary, 'special', metabolism, the general variability or[Ice d"r"*" -or.comments concerning their relative occurrence and contents in the various plant
cell walls, keepind in mind their limits of detection, seldom discussed lci g se;.The 'bewildering' 

array of the phenolic acid compounds [35] is currently wellrecognized among ,h1 r:-u-:.ul .discrete groups, t36l and chemically orbiogenetically defined 'famillies' of other phJnolics, but can conceal at the sametime both some very significant variations in HCA absolute total wall fonr"rrm
and changes in relative molar proportion when compared to polymerized lignols
in lignins. It is also the case of benToic acid derivatives long known to be more
specifically 'associated' to mainly Salicaceae woods or lignin fraction, i:z-:st.In the most complex case of Grasses_ruhich are particurarly 'rich, in HCA [32],in p-coumaric (PCA) and in ferulic (FA) acids àainly, th; HcA rerative molar
ratio can be lower by about one to two orders of magnitude as compared to the
total lignols contents, according to the development stages f40, ll,the plant
species [42] and' even the plant 'groups' : pooiàeae versis pànicoidiâe 

[r3, 43,
44]. For example, much higher pcA contents were reported in Maize and
Sorghum (Panicoideae) than in pooideae : Wheat t45l and Ryegrass f+f 1; tfr"relative variations in FA content were however not so large. 

' 
ih" o."o...n""

of PCA reported in isolated lignin fraçtions of Asparagus sp. [46], of pcA and
FA and even of sinapic acid (SA/ in Linum sp. pil bui not reportiJp*"i"*ry
[31, 3.2] are likely due to detections artéfacts, related to such ïiological
variations both in Monocots and Dicots. Similar differences between ,p""r"r,
and even cultivars, could also give rise to such apparent discrepancies as, rorLES  POLYMERES  VEGETAUX  Vol. 2 - part 1
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example, the occurrence of SA reported in significant quantity in Rice cultivars

[4g], tut not detected among the cell wall linked HCA , mainly PCA and FA, in

iucË varieties obtained in France from CIRAD, Montpellier grown and

analysed in 1981 and 1982 (cultivars: Eustillette A, Euribe and four Stirpe cv.;

,rnpoblirh.d data, with D. Jouin and M.-T. Tollier). In spite of its 'secondary

type, restricted distribution in Dicotyledons [49], the occurrence ofsA has been

rlcently reported among the alcali-extractable fractions from both transgenic

Tobacco [501 and Poplar [51], in low content however. In this last case PCA,

FA and SA contents were relatively low : about one per cent ofthe 'total' lignin

in these transformed plants cell walls, and only one per thousand in the controls,

in which further SA was not detected.
It can be thus put forward that both the concerted changes in the primary

and/or secondary metabolic pathways and their corresponding genetic and eco-

physiological regulations, mainly contribute to reduce the contrast between the

ptrenolic-compounds, previously classified too simplistically' as primary and

secondary compounds.

2 B. Lignins monomeric units as secondary metabolites
Cunènt ideas concerning the biosynthesis of lignols have evolved quickly

and profoundly during the last few years as previously reviewed with K'

fukushima [13] and as more recently stated and very critically discussed by

Dixon's gloup [52], in the,case of biosynthesis pathways of G and s lignols. As

to-. uppu..ni inconsistencies conceming the organisation of the lignols

biosynthésis pathways (LBP) but also the analytical determinatjon of the entire

lignin polymer have been emphasized in depth by them, only some points, more

directly related to the structural variability of lignins, are summarized here.

cônceming first the 'interrslations' between cell wall polysaccharides and

lignins biosynihesis, two,studies on LBP-transformed Poplars, for their co-A-

ligase [51] and for their O-Me-transferases [53] have demonstrated significant

and concerted increase in 'total cellulose' and decrease in 'total lignin' contents'

These data are thus indicative ofpossible compensatory regulatory interactions

between the primary and secondary metabolisms discussed before. They require

confirmatiorr and further mechanistic analysis. Furthermore, the differences in

the lignification patterns between these transfomants clearly illustrate the
.secondary type' variability of the lignin monomeric composition. Conceming

the S/G râtior of the 'total lignin', which were estimated in both cases by partial

depolymerisation (thioacidolysis) as non condensed lignols [2], ($ 5 A), this

ratio iemained practically qnchanged in the first case but decreased strongly in

the second, being associated with : # an almost complete lack of S lignols in the

wood of one of the 6 month old transformant, # a 17 0/o reduction in 'total'

lignin, # twice more G condensed units in 'total' lignin and # a five fold

selective reduction in the cell wall lignin linked alcali-extractible p-
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secondary wall was shown'bt fi.f;;;wxurnenc 
composition in the fibresindicating a shift or ,r,. "1.'Àil;ï;"jffiioï:",iJ,7',$T i:îJ:il,}interpreted as a decrease ir s-rig;i-;;"i"îi c*n..ing tl,. .jutr.,r;ry rimitedinterest of 'torar risnin dara' ;il;il;hemisrry 
11:1, ttrese Iast resurtsillustrate the importlance of integrffi'thîîpatio+e.po.u1 

dimension, in theassessment of the 'secondary' 
chJacter-oiiig"i^ar" addition, the occurrence of

:Ë.iî'"trîii,:i"'"ï#;;r",,1';Iiïo*opr"'i.unïi".''-*rorccRtransrormed pr ânts ex hi bi tea ui,i "r,..îî ;.Ë::i ii.'[,,ï"ffi ffi:;tof the vessers (probabrv with rocai ;';;;;r'r;;heir phenoric-co-po.iiion; *t,.nxylem fibre momhorogy appeared rerativ-ely unchanged. A dramatic reàuction of;:::1,,f$: ;;1,b'1;::* *tff,jlç;i", u,,o ..p;;;; in,,,'i,,,,ay
distribution u.ong celt wal ,rp;;"r;;;; fltt 

modulation of the S and b

;il1#îïï1îîil::':y:l#;;r,î'"*'T','-".'nil':iroJ.,'ïi"î;,"lif îî'locat' secondu.r,.unrl 
'total.' variationt' tn" o:::1b]" "";;;;'oi"i.n ru.g.,

:n*l:",:Fil",,ïi::ïliiiil":l:fi i:il,*#ïiJrhï"î..:î.rj;.*
trans rormants r". îil i{ r,i':!:i?,:.;-.t i I 

or r"b;c;;- "fi ;' pop r u,-

,Ë[[[[[[[[[[[[[[[[[[[[[[[[[[[[[[[[[[[[[[[[[[[[[[[[[[[[[[[[[[[[[[[[[[[[[[[[[[[[[[[[[[[[[[[[F:t"Ëî",:,:îit,',ji:iij,li'f;;iri.ii:ïltf;ri::i,:#:;;rignin was observed in. air the "Éri,lr,"i'"î#Jf i:i:"Ë:..iÏi:h*, ï;:
:":!:'*f,':;|ffi ï::,ïnlt;gj[ii.xii"*'.'signincanrchung.,in
reporteà in rouu..orr""in i.111",.Ï".1.111':,1d. S/G -monomeric composition
and_ associated ao d.pould 

Poplars were also dependant of the promoler type
Arabidopsis howevei. llt]ll or.'s:rich-lignin' is+t. e, r"à'iriii,Ïi^" ",

;g#1"":ï:iï*,"""*,j:iiT"lÏîli1i,,ï, jî j:im*:*ff ïf j
lï*:,'"',ffi îïi:..ilffi iÏ#iï#":;î jil?iiî:it,;;f
wa' of the rracheids ""; ;" ;:^iiJ:l:l:i lere_ not observed in rhe cell

l*f ;d.,.ffT,',Tliiih:.J,iffi ,F:1,:::1.i".ïfi"e,iilm
path wavs h;;;; ;i:;i'iT:::' jli' î ll' oc currenc e or sp ec i fi c,1" àu o r i "

hydroxybenzoic acid. without.significanr change 
loy:u"r, jl ,f,. "o.r.rpona-il

:Tii:lrrtx#h:r*';lrl,t,il*"j"*r=:::,r,D,il'.'.1'Ju'".,unsecondary wall was shown hv Irv-*i^-^^-^ . 
nt:" composition in the fibres

Ëiîiiliîï,ï:1;':"1r,._."s,"f i;;î:H:iiffi :i,'fi :ii:trj:i,î::
:l1g. according," rn.ll::iTation 

patterns (sclerenchi'"."rlî,r:J"i'Ë*",,,
t5gl. 

'-'-"'b '- "'�u prâDt species, organs (srem,leaves,.-.iu"a iiJ"ïg"i"gLES  POLYMERES  VEGETAUX  Vol. 2 - part 1
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This great variability and adaptability ofS type lignification pattern, already

emphasizËd here and clearly illustrated by these genetic manipulations, clearly

staies a .secondary metabolite type' which has been also very recently

recognized also at the metabolic level. Drawing attention very pertinently to the

cunJntly accepted lignol metabolic pathways, which require revision, Dixon

and coworkert 1SZ1 ttuu" even suggested the occurrence oftwo new independent

biosynthetic puih*uyt to G and to S lignins respectively channeled by soluble or

by membrane associated enzyme complexes, allowing thus a more finely

regulated metabolic control of the gene expresions. More than twenty years ago,

trying to specifu the regulatory role of en zymes of Gymnospefins, Angiosperms

unO lUono"ots, the Uiguchi group [59] unambiguously demonstrated several

specificities of S lignol biosynthesis pathways, including phenolic acid and

uld.hyd"r for example, as precursors. Such views have very recently been put

forward in the chiang group, with the characterisation of a new sinapyl alcool

dehydrogenase (SAD) in Angiosperms specifically expressed in the S rich lignin

tissues 1-601, and by the modulation of the methylation steps of syringyl lignols

by phenolic aldehydes t611. All these data throw new light corroborating the
'spËcial' character of the S lignification, leaving however unsolved questions'

Fôr example, the traditionally accepted pathway that sinapic acid is converted to

sinapyl alcohol in vivo by Oleander and by Robinia shoots, has just been

confiimed [62] challenging the general existence of SAD activity in

Angiosperms. Similarly, in vivo demonstration of the uniformity and the

generality of the regulatory effects of the lignol precursors reported in vitro on

Sel t""- required, even when convincing evidenceq of both the
'commonality' of G hydroxylation and methylation pathways in both

Angiosperm and Gymnosperms and the corresponding 'specificity' of S

patf,*ay, have been provided in these papers. In this respect, the

"o-pu.t-.otalization of Ênzymes and phenolic substrates and/or effectors [63-
.65] may be of paramount importance, in the partitioning of carbon between
,simple; and .cimplex] phenolic including S and G lignin rich fractions and

deserve more specific validations.

2 C. Monomers polymerizalion and primary metabolism
Unlike the biosynthesis of lignols, their dehydrogenative polymerization

remains less extensively studied, in spite ofits possible critical effects on lignin

macromolecular structure. Many factors have contributed to this apparent lack

of interest : (i) the uncertainties concerning the types of enzymes, likely

peroxydases, (it the diversity of their potential isoforms, (iii) the involvement

ôf -"tutti" and phenolic catalysts, (iv) the evidence of synergic effects which

differ in vitro arld in vivo changing some time even the specificity against

lignols and mainly (v) , the very nature of the oxydative substrate (HtOz -

peroxidasic versus 02 -peroxidatic mechanism, for example). Only the two last

I
t

(
I

l

LES  POLYMERES  VEGETAUX  Vol. 2 - part 1

237/529



:

ty
ly
v
re
n
It

r
I

i

L

Variability of lignins as secondary metabolites
1 1

points will be discussed briefly here, for their to potential account to the fu2ry
ffi fi:il:#ïl*ï::" i:.iif :ïf.*_ îTq I 1il, the primary and secondarymetabolisms, reference onrv io " rJi, i.i"r".rr;;;;#:ïïrv 

an. secondarv
Contrary to the currèntly accepted Aâgru, of the non_specificity ofperoxydasic reactions, the occurrence àf roUri,reporredfore*ampre,.ulcgmpa,ing,il;;âi"rt#1,ÏiïiiJ:::ï,:ï3i"Ë

rype coniferyl alcohol (cAol) with the S type sinapyl arcohol (sAol) [66]. Thesetwo substrates however remain ttre two'tnain,substrates, in adâiiion to thec-orresponding 
f{ ,n-hldpxrcinnamyl alcohol Gfcofl tSSt. Ë;; severalrsoperoxydases isolated from poplaitirru. .rrtt,,.., u"irri s'_rpr#iruno u G_specific form were characterized i, "im lie1,\orse radish peroxidase chosen asreference displayed in these conditions ,i-riu. activity only as G specific form.Furthermore, a significant rnhun".-.rrt orlpeuncity against SAol was alsodemonstrated during iz vitro- peroxydur. c"p-Jna.nt oxidations [67] due to thepresence of both caor and u *ui., solubre pcA ester extracted from theapoplast' However such, 'eahenc..' 

.utuiyti" effects, ,"*i;-;; ipicotyrsextracts of vigna anguraris, were not observed with Tobacco apoplasticperoxidase extracts, which rapidly oxiaizea fàtn SA and Saol, in addition toPCA, FA and CAol IOe.]. Connrmi"j,fr" ,"*rdary, ,specific,, 
character of Slignol oxidative metatolism, other;;;;;ï/G selectivity have been reportedand were related to stress reactions, variouslf expressed ù ,ttu rerri"-in vitro,

:'11,,_:fl,T,i3 s trne *b...r1,.:_lgi, |ôi una "u.n, #;;,;Ë";ifrerentrequlrements for exosenous H.zoz [7i] or for 02 , suggesting the occurrence ofoxidase- or Inccase- tlp" .eaction, i6g1, *hore mechanism remains uncertain.In more direct relation to the lrimary, "i".grfi. metabolism however, thepossibility of a peroxidase-oxidasË ,.oxiÉatic-activity,, of peroxidases, which.correspond ro their wel estabished catalyric proAugf ol "f HrO; i;;;"ô, ylZ1,deserves discussion' Fo-rmation of.hydrogen ià.oxioe in the presence of 02 atthe..exqensg of NAD(p)H, by bound;r.";id"J; isolated from horse radish ce'walls, haS been unambiguously demànsr.ur"a ii the presence of Mn2n 1731. Arelation to the oxidative poryrneriz"ti";;ii;;;rs during rignification was arsosuggested by these authors. confirming these"views, malate dehydrogenase waslatg1.fo11d ro be a possible tou.r. or,i ,,iro p.oou.tion of NADH, which wasoxidized by two different mechanisms una ,tirlurut"d by various monophenors,especially bv Caor [74r. whereas, in the ubr.nc" of aadËd Hrôr, ,ir" "ààiri"" "rNADH and marate às 'substrates''*;";;p;;;ii 
utto,' the in situhisrochemicaldetection of peroxidatic activity i" figniô,i;f,iru", of Carnation sterns 1751.More recenrly, during the 'unusual' 

ri["ii*àii"n tteps of Frax fibres (cf g: 2B),levels of wall-bound oeroxidases tu..5 rno*nio in...ur", when their abiriry toutilise^malate to form'Hzoz increased urro u, trr.r" fibres became more lienified[76]. Concerning the control of thir rT*;i li;; fi ;;; ;;;;;- oî"pi**nu..r,the involvement of factors other than ,rr" ,yp.3î toenzyme and the avialabilitv
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of both lignols and of HzOz was suggested by this author'

Thus, in agreement with the data reviewed above, the possible modulation

of enzyÂatic ictivities involved in both the lignol biosynthesis [60,77], the

f.oao"ilo' of peroxide and the polymerisation of lignols depend on the

avalaibility ofbàth the secondary phenylpropanoid- and the primary energetic-

metabolites.
According to the recent evidence indicating the location of peroxidases in

the plasma niembrane of differentiating xylem of Poplar [78] and, taking into

u."orrnt the well recognized [79, 80] importance and complexity of the redox

activity in plasma membrane also, one can emphasize that these biochemical

i.gofuio.y êff""t, could be also dependent on the biophysical organization of

iifrot *ono-"rs and oligomers at this interface. This effect could contribute to

ei'plain the differences bètween in vivo arld in vitro activities discussed above' It

corroborates also the importance of the polyfunctionality of the cell wall bound

peroxidases [81] and of iheir metabolic plasticity [82] which likely contribute to

it" tigoln.r,acà-o1eçrrlar inhomogeneity [83]. Recently reported for the first

time in the Morré's group [84], the fact that 'growth-related' and 'auxin

stimulated'- NADH o*idur. activity of the extemal surface of the plant plasma

membrane respond to gravity stimulations and oscillates with a temperature

compensated periodicity could also contribute to modulate cell wall organisation

and iignin poiymerisation. With respect this NADH-peroxidatic (NOX) activity

of bound peroxidases, the catalysis mechanism, by ternary complex,_involving

two phenoiics (lignols) for one oxygen molecule [72] must be stressed. It can be

fonàty identifred to an autocatytic chemical opga systeryt According to

Kondepudi and Buhse [85], such system can be specified by the reaction step:

-  A + B = 2 B

in which the reaction product : B (a lignol-radical, here) reacts as catalyst during

the oxydation ofthe su,bstrate: A (a lignol as phenol or phenate, here) allowing

the resulting auto-catalyzed formation of two lignol radicals B, here coupled

with the bi-electronic reduction of 02 in HzOz. According to these authors and to

related views [86], one can expegt during the in muro lignol polymerization'

which is prouàuty controlled by gradient diffusion effects, the occurrence of

both (i) time depàndent reactions related to the plasmlemna NOX, oscillations,

1;4 spatiat distribution effects, 'self seeding' [87] ot 'self-organization' 
[13],

à"itfug the stochastic, 'random', nucleation of lignin in discrete sites I88] during

the initiation of cell wall lignifcation, (cf. $ a). Both effects could determine

lignin inhomogeneity during lignification; they remain entirely hypothetical, to

thi best ofoui knowledge. The in vitro occulrence ofoscillatory and complex

dynamic reaction patterns of NOX previously demonstrated [89, 90] more

recently characterized l9l, 92J, will be discussed elsewere'
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Variability of lignins as secondary metabolites
13

3. Variability of tignin types
rne secondary character-.of lignins is emphasized here in vivari abi I i tv o r a rew'"r' "t.à r i gni ;i",t "" ;#{ii:'#rili", j ia"i,i "",l,ilidata (on cell w^ail layers-and tiiues), to iôîlî**r structure (on monomericcomposition of .usual, H_, G_ and s-6"; io-(iiq,only t*o unuruui ""r", trr""and Kenaf) and finalrv to (ir) studies "i itg"rtip;rymer models (in vitrofactorsrelated to this variabiiity). c --'- r*

3 A' Urtrastructurar variability of cet wats and tissuesThe variabilitv of rignin disrrib;i;; tri, u""n mainry studied in wood,'xylem" 
cell waù layeis in trre sotwooîs of Gymnosperms and in thehardwoods of Aneiosperms, in relation to _pulp and paper production.convincing evidàce- of quuntitutiu"- uno qualitative variations intignification pa*erns at the revers "i;;iù urià tirro", àiù;À,;;;i_ (early_and late-) and reaction-woods trave teen Jiscerningty reviewed t56, g3-g7land thus will not be discussed r,"." uguin, Ë*ï"pting rhe occurrence of S richlignin fractions from Angiosperms *'".J""îr."m Monocotyledon stems (cf

Furthermore. verv significant differences amgnq these lignification patternshave been demonstrJted, uy ."-uinuiià"ï"""rt"ti ve microscopy procedures,between trees (pine and Éoprar) a"î'"ïtriï"prants (Frax and 
-wheat; 

[9g].Significant differences betweËn rii."r "Jî"rrers, both in lignin contents and ins/G ratio, appeared then.higher i" p;;ù;,-i;;er in Frax and ress distinct inwheat' The exrent to whiclithes" l"r;;;1";'may varyaccording to culrivarsand growth conditions however remains *[r"*". r" ug.".-"ni *îti-ti,à rignintunctional significance, 
_(in 

..il ;Ji;;;;"Jup .onao.tion and mechanicalstrength) of these differences^related to pl# evorution [13], the levers oflignification' expressed 
T 

%: of 
:r,ocai rigrirï"tents, were much lower in thefibre secondary wats in poprar, wheat ""iËr".it9 ut l*%)than in pine (about20%) suggesting thar.ress 

"tg" 
;,"i-1{ôi*a ro achieve srrength inAngiosperms than in Gymnossperms. Lignification levels in middle iamellaseemed however of the same. orà"r, .*."piln rlryr.ut *h"r; hgri";;;tent wasthe lowest and where, relatively rrri"t"ir,or"'Sr layer weré also observed,

11nfirmine 
again the spec;ficitv or ,rr" iig;ifi.arion of Monocotyredons. Theoccurrence of an unrienified, 'g^elatinour; 

Iuy., [g4] was also confirmed in
l:i:T:1*11r 

ro9ï1r and ù Flax, iuustrâling the extent of the very finevanarrons occurring at rhe level of individual celiwall luy"; ;;^;lrâ"0 inthe lignification of mild reaction *oo.i1lel. 
* --

Furthermore, fine variations in the miaâte lame'a lignification pattern werealso reported (r) in Poplar pith aemonsiru,i',[,t. existence of a specificuncondensed and S_rich lignin consid*.J ", 
'rrar_ 

lignin, (r, iil ùagfioriu_,LES  POLYMERES  VEGETAUX  Vol. 2 - part 1
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Beech- and Lilac-woods where small S lignol contents were detected in addition

to H-lignin, occuring as major lignol in these middle lamellae [100, 101].

In this respect also, the lignification variability ofthe sclerenchyma and of

the related non-lignified collenchyma, seldom studied, requires comments in the

case of annual plants, Monocotyledons mainly and Dicotyledons. The

sclerenchyma, together with the collenchyma, are located, along with the

parenchyma, in thi zone between the epidermis and the vascular-bundle tissue.

As supiorting system, also called 'stereome', they strengthen tissues and./or

orgunr;^th" lialls of the sclerenchyma cells becoming usually 'sooner or later'

tig'niné4, particularly in Monocotyledons: 'plants with sclerenchyma and

without cilenchyma' [102]. In Wheat stem, collenchyma and sclerenchyma

contribute respeciively to reorientation reactions and stem mechanical properties

(cf. g: 4.2). Scl".en"hyrrra appear typically as a rigid, relatively- elastic and

i"-urr..rt tissue, due mainly to lhe lignif,rcation of its secondary walls (deposited

over the prirnary wall after this later completed its extension), unlike the

relatively plastic and tough collenchyma, which retains active protoplasts

capable'of cell wall reveriible rearrangements, as reported after mechanical

stimulation [103, 104]. A peculiar feature of lignification, reported in

parenchyma tell walls and in tire secondary wall of fibres of both woody

bicotytËOons and Monocotyledons [56, 105, 106], is 'multiple layering'. These

walls were shown to consiit of layers of typical fibrous 'cellulosic' secondary

walls separated by more isotropic layers,'rich in pectin and-in lignin' thus

ressembling to primary walls, the global apparance being that of complete walls

(primary pl-os s."ondàry) laid down inside secondary one. lo the best of our

Ëno*t.âg., this lignificâiion pattern has not been systematically studied more in

detail inielation to lignifrcation, plant development and mechanical properties'

In the case of growing intemodes of Maïze, a correlation can be however

suggested between these 'specific' lignification patterns and both the

ap-pieciable amount of lignin, reported even in the youngest parenchyma

riaction [107] and thq continuous lignification, whithout biphasic increase in

thicknesi, of the cell walls of the sclerenchyma [108], (which would be

expected according to a 'xylem fibre growth' model [13]). Another specific

scierenchyma lignification pattern, also 'unexpected' for the similar reason'

has been reporÉd during icleienchyma differentiation in Lucerne stems

[109]. In agreement with previous reports on lignification of collenchyma in

Lu"".n" an? Carrot for exâmples [110], lignin deposition occured first in the

secondary walls of primary fibres of differentiating sclerenchyma-and was

u""o*puni"d by a rélative S/G ratio increase in the 'total' internode lignin.

Interesiingly, an appareritly similar effect could occurs during the primary

phloem iib.er differentiation in transgenic Aspen [60], where the

Liosynthesis of S-lignin precede that of G-lignin type, and during S

sclerification in Arabidopsis [54].
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rf ctassifi cation or rignins on a taxonomic b",i, JrilJ;;ï"1ïrilTtr :i r,,riïtyp€s are thus identified here on tr," tu.ir oi1r,. ..ruti* r..{,i.iliîîrn" ,r,.""rnosr.frequent H, G and S lignolr,lJ""iin,chemicar-urvrir,La*r,or"-a.i"îrt;];'#qi'.",ï'jjT-iJifx",'#J.r,îîs
account (cf.$ 5A). The limited uut .eur taroïomic value of the variations inmonomeric "o'npo.ito". o-f lignins *u, "t.*ty ,tated more tt uo io.tf y"*, ugo,by systematic éomparison of about ti,ourLo Angiosperms, G/miosperms,Mono-cotyledons and.more .primiti"., 

;;;;; species [g, I I l], by Cibbs. Heemphasized, the freq.ent occu,,ence'oi i tignol traces-in"the- G_richGymnosperms lignins' the o."urioiui urrJn"" or S lignols in the atypicat S_GAngiosperm lignins of 
:9î: 

.p.t-iiiu.; Ëi.ôt.aon, and finally, theieak butsignificanr occurence orn rignors in-rh; ;-ô:i rignins of Monocotyredons. Thedetection of H units, "1r_: r.,n:1"1-;;ù;; J.o'".u, including the mosr primitiveplants requires comments 
1cr ç se;' ri.i- âutu were however, in ôompreteagreement' with a more limited_"o.,,pu*iu. study [lrzr, infu."ti, g tbat,variations among eight Austraii" Er;;û;il rp..i"r, ar ,east as gïeat as as rhatalready found amone a much ru.g.. n'uii.itof th" others North AmericanAngiosperms. This rà the authors"to ;;;ffi; that the S-G lignin .can not betherefore be regarded-as a chemic"l ;;iù;. This differentiation berweenGymnosperms and Anqiosperms wâs rater more precisely related to the high s_lignins conrent of the fibres, ,n".. ,;;ii,; oïîigiorp"* tissues [.3], lvhen atthe opposite, no correration *^ j*ii"i^;;;."n high S conrents uid th"occulrence of vessels [l14], the tater containing malnly G-rich lignin. In this

;.i'.'""":,i:ffiiffi ïil:il"ff1':illJJlff ".:,:::"':l..li:;.o,,aurythewidespreaào""u..Jn""oriigni^,""J;i;;;?T;fr:ii::"iÏ;*ïlj:ï:
probabty due to ecophysiologi cil "ff";. il ;"_p1., l'r."";'d#iTigninr,
appeared to be present in Bilhes ""a ir ù"o."na; the tension wood of thesetrees being reported a 

:":,ui" 
""rn ,'or.,JTfinots.ttran no._ui *Ëà,rignin[10]' when only mediumto strong S contents iere independentry reported inBetulasp.andBetulaceael& 113,:fe, i i i f. ' i f ,rs,aspreviouslysuggested[l l,

l3l, the variability of lignification, "i;*.;l;;rn terms of H_, G_ and S_richdefined fractions o. iigrrin typ"r;, .J*" both the in situ .intrinsicimmutability' [10] or '.o--onàlity'ieot 
oiô-fignin, as indicative of prantvas.cularization by tracheid. o. u.rrÉlr, ;d ,h;;or'more variaut" ai*tJhl,t;^-, nre r.r-:- -- . ,?*t:ponding'inhomogeneity'

3 B. Molecular variability: H-, G_ and S- lignin types
- In agreement with th" ."i..en.e U.*, ofî,classifica-tion "'ilÀiî-î" â râv^n^*:^ ,^-,- ..,,ttkunen and Hergert [10], any

or' more vari abr e di s tributi on, of s r; il;;ïHi;J :ii i""ï:iffi :;#ji;bv fibres' The possiblitv of a p;;;;d"-1ïnritron berween rhese two'extreme' functions has been clearly delonstratea recently uv vlrirr"Ë" rr r atfor example, in oak wood [119i,;i#;.c again the plasticity-of thelignification and ofthe plant ceils.LES  POLYMERES  VEGETAUX  Vol. 2 - part 1
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Emblematic of lignin for most of the wood technologists and non-biologists,

Gjignin type molecular structure has been intensively studied and reviewed [59,
120:l1ll. lhe Sarkanen's textbook [9] remain a reference. It is enough thus to

emphasize the currently accepted structural 'non uniformity' of lignin, even in

Conifers, and of the related dehydrogenation polymers models, 'DHP', (cf' $
3C). According to their rate of formation [120], these DHP were termed 'bulk'

and .end-wise' by Sarkanen [122], who also supported the posssible occurrence

, in Angiosperms,of a 'largely end-wise' lignin, and then relatively linear, S-

lignin type (ng t), as discussed elsewhere in relation to lignin macromolecular

inhomogeneity [83] or heterogeneity [l 1, 13].
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Figure 1. Generic structural scheme of a lignin oligomeric fraction associating a linear

enâ-wise chain (1a bounds, at left) anù a bulk condensed 'block' (2-5-4 , at righù. The five

most frequent intermonomeric linkages (1, . . ,5) are shown binding thirteen lignols (M). The

common hydroxy-phenyl-propanol skeleton (H) is depicted, without accounting the possible

selective distribution of the guaiacyl (G : 3-methoxy-H) or syringyl (s : 3,5-dimethoxy-H)
lignols. The bulk pentamer is grafted either to the 'linear'heptaligrol chain or to other wall

components (R) by a labile cr-o-4 aryl-alkyl-ether bound (1b). The 'end-wise' chain, linked

by more stable, p-O-4 aryl-alkyl-ether linkages (1a), has been terminated by addition of the

AB compound through a methylene quinone, either by ionic or by radical coupling (cf. fig. 2).

At the right, the 'condensed' pèntamer skeleton is characterized by C-C intermonomeric (2, 5,
4 ) linkages not so easily cleaved by the chemical depolymerization procedures, such alcaline

oxidations or solvolysis. The decrease from L to 5 is indicative ofthe relative freqency ofthese

intermonomeric linkages in the 'total' lignin, but do not account for the conesponding
oligomeric H-, G- or S-fraction or lignin-t1pe (see text).LES  POLYMERES  VEGETAUX  Vol. 2 - part 1
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In agreement with the Sarkanen altemative view, that end_wise G-typepolymerization could occur by 'one by one radical :polymerization on the
yface of polymer particles', forming p-o-4 linked ctrains 1ng l), relatively
high contents in G-etherified B-o-4 units were recently reporteà in pine wood
and in corresponding isolated milled wood fractions [123]. Due to the well
known differences in both specificity and yield of tr. lignins chemicar
depolymerization methods [2f, and in àgreement with these lait authors, care
has to be taken with the interpretation of ihe experimental data in terms of .bulk/
end-wise' macromolecular.structure [lr]. In this respect, the potential of solid
state r3c NMR for 'total' lignin charàcterisatiÀ 1::1, has to be emphasized. Inthe case of wheat internode, this method, combrned witt trc ,.t".-tïrr" é-rignot
labelling, has indicated the formation of 'burk' G-polylignol at the bottom of the
internode, when more 'end-wise' structure was reported at the more mature, top,
of intemode [124].

, 
'on the other hand, H-lignin type has not been not studied so often, with

however the exception of the noteworthy data by Fukushima 1toô1, *trodemonstrated in the cas of pine wood, that É units deposited mainly in the earty
stage of the cell wall formation and in middle lameùa (ML) of normal and of
opposite woods, while in the corresponding compression wood, th" H units were
observed first in the middre lameila, anà then in the seconiuqy *uit, t.ing
deposited from the outer to the inner s, [125]. In agreement with Gibbs data [g],the yields of nitrobenzene degradation in H-units were found relatively low in
normal wood but significantly higher in compression wood suggesting ttrat the
corresponding H-lignin type was richer in p-o-4 linkag* unJtiru, .e=nd-wise'
type in 32 layer and then 'burk' in ML. The heterogenéity of lignins was alsorlemonstrated by two peaks of deposition for both H- and é-tigni; fpes in pine
shoots cell walls [126], when the deposition of SJignin t.aJes, Jéj, *", "tro
confirmed, occuring late in inner 52, mainly.

If we keep in mind the possible modulation of cinnamate-co.AJigases by
some 'intermediate metabolites', such as ACH during the compressiJn wood
formation 177), the characteization of H-lignin anà lignols î-;r".ooou.v
metabolites' could appear even more 'bewildering' than slated earlier, by van
Sumere [35]. A second, at least as determinant reason originates from the so-
called 'condensed' structure in H lignins, which was t riinty relateù to the
occu.'ence of the two unsubstituted carbons (c3 and c5), àn the H lignol
aromatic cycle (fig 1), able to form c-c covaient linkagés. These so-calred'condensed'linkages 

are,cleaved with difficulty, or not at all, by the current
chemical degradative methods 12, 9, r27). This éffect is also possibt. ut it. c:
of the G lignols but not in S lignols pizg1, thus leading tË specifically tess
condensed s- lignins, as emphasized rater. The case of-euercus sube) cork
lignin is particularly illustrative of the diversity of these effects and of the H_LES  POLYMERES  VEGETAUX  Vol. 2 - part 1
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versus G-lignin variability. In relation to the complex supramolecular
architecture of cork, which combines aliphatic and aromatic components, the
existence of different aromatic domains has been suggested : the major part
being a typical GJignin domain [129], including another structural moiety with
higher H-unit content, which was degraded by pyrolysis but was resistant to
thioacidolysis [130],

In the case of the Monocotyledon grasses, similar differences between H-
and G-S lignin can be suggested according to very significant differences
between the H, G and S yields ofnitrobenzene oxidation products, according to
the reactions conditions [l31]. Contrary to the G and S product yields, which
remained relatively unchanged when the reaction time and temperature
increased, a significant increase of the relative yield in H product was observed
in the case of Wheat but not in the cases of MaiZe and Sorghum. The total
absolute yields were however about two time higher in MaïZe and Sorghum than
in Wheat indicating a more condensed total lignin in Wheat, which is probably
richer in H lignols and related condensed PCA derivatives also, a question
requiring experimental evidence. Keeping again in mind, the differences in
chemical pattern of lignification and in anatomical distribution of vascular
bundles between Panicoideae (Sorghum and Maïze) and, Pooideae (Wheat)
[3], the existence of specific differences concerning the H-type lignin can be
suggested in Grasses, relating the occurrence of H-condensed structures and the
strengthening function ,of sclerenchyma,- mainly. In this respect, further
validations are required, particularly according to the phylogeny ofGrasses [45].
Most of the H-lignins fractions remain thus largely unknown; and 'much

remains to be done concerning the Monocotyledon group', as stated by Gibbs
long time ago [8]!

The S lignin type at the opposite attracted more interest in view ofpotential
possibilities of genetic mpnipulations [12, 51, 132, 133f, mainly with the aim to
improve pulping performances. In this respect, even when both model [134] and
industrial [35, 136] studies have correlated the fast rate of alkaline
delignification and high syringyl contents in woods, attention must be paid to
the facts that other factors which may be important, as for example the degree of
condensation of the 'total' lignin. and also the free/etherified phenolic group
ratio, as shown in Eucalyptus woods [137] as in Wheat straw [138]. Whatever
may be of these technical potentials, much evidence has been reported on the
existence of S-lignin type fractions, in both Mono- and Di-cotyledons. The
significant botanical adaptability or variability of S-type lignin has already been
illustrated by empirical correlations, calculated between the S contents
(expressed as % of OCH3 or of chemical degradation yields) and for examples, #
the fibres and vessel cell wall thickness [139], # the Klason lignin (Kl) contenr
in various Eucalyptus species [10], # the acid-soluble lignin content in woods
[140], # the molecular weight [16] or # the chemical depolymerization yield
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(S + C non condensed_lignols, expressed as %o of Kl) among several
î,.X,"*::X:,'^t]:l]h{:"..,yp" "r.J.,Jlution, between S, G and S+Gdepolvnerisation vields foundin rec# p"o*t ir,î. "^iiffih;#:ËH;were calculated and expressed here as rtànàa.a aeviation coefficient (SDC). Forexample, in the case of F5H transformedr rabtidopsis r54j;s;-d;;;ùîen ttre cand S yields and the corresponding (S + c) *"r. iounj r";;;;.j;;f; .92 and0'39 with 35S as promoter, but oriniy o.zi aoa0.70, respeitiu"ry ri,ii, trr" otr,..c4H promoter. similar calcurations aone in the cases of F5H transformedTobaccoes and poplar stems.[55], gu* ufp;ntly.similar and high SDC (0.9),in each cases. Such.corry!!9ni"gg#-" high variability, plasticity, oradaptability, particularly of S-lignin frctions. They do not take into accountlocal spatiotemporar variations ir tignirt"ui;.r pattems of cell warl lavers andthus deserve a relative interest onlv. )

Some analytical fractionations, in combination with model studies of DHp,provided more conclusive data..Eve_n t'o,rgh the potential existence of s-rigninwas clearly stared in the, sixrie^s p,za, i+li, tle isolation oi s--.i"r, ugoinfractions was reported, probabry forihe h.*t ir'à.,-in t 97g [s9,142] confirmingthe indirect physical evidences, establisheJ ly. uV-microspectrophotometry,that syringyl chromophoric groups of S-typ" tignin, were rocated prédominantlyin the fibres secondarv walË and iin1.éiÀfil" cells of Birch wood [10,96].Further evidence was later provided àr uoth,'À occu.'ence and the variabilityof S-rich lignin fraction, upon_g AngiosperrÉ spe"ies, famillies,... In the case ofB.irch.for_example, a ,n1ry,: p_ô_+'.tct r,gnin; mainly "ornfoJ or non_phenolic S lignols (S/G # 6.0jand almost ,nonoiirp"rr" has been reporteï [r43].It was even termed 'eniwise 
s rignin- ftu"tion, and was'exÀsivetycharacterized for its very, high molecjar rJgh, [r44, r4s]. In the case ofEucalyptus globurus wood, a-s-rich ligtiin i*.'ri"r was reported with S unitsincluded in the rinear parts of the rou.roïot."ure, in agreement to a S/G ratio of5'0' found after--hvdrogen iodide a.potv-.irui-., ti+or- r"i"..r,iigË'i, ,rri.case also, the H units, previousry'our"*.à uy other techniques, were notdetected suggesting that almost allïere '"oià.nr"d,, 

as already discussed, andwere incorporated into the branching points of the lignin network instead of itslinear portions; a stimulating rugg"*iËo.;q"i;;; further validarion however. Asimilar trend was also reported in the casàs of'organosorv lignin fractions ofPoplar, Maple and Birch wood.mixtu.es, the higi màleculer rià r.u"tion, u"irrgricher in S units [1a7]..similarly.,;n-burutyitus, the well establish.à t"rg.variability among familries [l12] has tr.n u.! recently confirmed in u tu.g"number ofclones [14g].
In this respect, the large variability of the S/G ratio among Angiospermspecies [l2] is well accepted; care has howeverto be taken when"assesîng thisvariability of the possible .ff1.ll of developmeii ,rugr. and growth conditionson both the S contents and s/G rignor riio, l, ,.pon"o in the case of fast
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growing Poplar [49]. In combination to clonal differences, such effects could
contribute to explain some significant and unexpected differences in.S/G ratio
reported in different teams, p2, 150, 151]. As previously discussed, "C NMR
giving relatively lower S/G ratio could be more representative of'total' lignin
than most of the chemical degradative methods [151], whose relative data
accuracy cannot be challenged however.

As high S contents have been also reported in Liliaceae [8], in Agavaceae

[113] and in Abaca [52] respectively, Monocotyledon lignification pattems
also require discussion, even if viewed again later (cf $ aB). First, the

-\corresponding 'absence' of H lignols reported by some authors [8, I l3], in
chpbination with a high S content, could be significative from plant evolution
point of view, as it could indicate a trend to the S-G lignin pattern found in
Dicotyledons, even when the occurrence ofH lignols and ofPCA derivatives is
unambiguously specific in others Monocotyledons, like Grasses [153]. This
'similarity' deserve more anallical validation. Furthermore, in agreement with
the relatively weak differences between S, G, and even H contents reported in
Monocotyledons [8], the evidences for occurrence of S-lignin type was much
more difficult to detect in Grasses (Wheat and Mai2e stems) than in Angiosperm
woods. It was the case after chemical characterizations based on S/G
degradation ratio of lignin fractions isolated sequentially form milled tissues
[54, 155], yet indicating lignin heterogeneity [156]; this was more clearly
stated by use of "C NMR [1241, as already discussed. At the other hand, the
occurrence of S-rich lignin fraction in alkali-soluble lignins isolated from both
Maïze internodes and Wheat straw has been unambiguously $emonstrated, by
use complementary methods [38, 157, 158]. These data clearly indicate the
occurence of S-rich, p-O-4 linked and end-wise lignin in Grasses also. However,
at least in the case of brown aiidrib (bm2) mutant of Mai2e, the monomeric
composition of the alk4li-soluble lignin fraction and of the corresponding
normal line [159] were not very different. The lignif,rcation pattem of this bm2
mutant was still distinctive and characterized by (i) a much higher S/G ratio
(ranging from2.7 to 3.2 according to the stem level of the internode) than in the
corresponding normal one (ranging from 0.9 to 1.5) and (ii) a significant
absolute increase ofthc S depolymeristion yield, clearly indicative ofa relative
enrichment of the bm2 lignin in S-rich 'end wise' lignin fraction, still not further
characteized. Enligthening the plasticity ofS-type lignification also, the effects
of the bm2 mutation in Mai2e differed dramatically from the bm3 one [56,
160], which has been charactenzed by a very low absolute yiels in non-
condensed S units and a low S/G ratio (0.16 to 0.43). Apparently the variations
between Mai2e mutants, reported in the 'reference' paper by KUC and
coworkers [161], were not so clear-cut. Large variations in cell wall linked cell
wall linked HCA were also reported in this paper. In this respect, the strong
correlation between the content in linked PCA and the vield in non-condensed S

u
ol
ti
cl

al
ti
b
tl
r(
d
tl
tl

o
d
s

c
s
tr
c
t
l
s
a

I

(
I
(

(

(
i

l
I

I

LES  POLYMERES  VEGETAUX  Vol. 2 - part 1

247/529



2 lres

ild
rio
tR
rin
lta

ae
ns
he
in

Variability of lignins as secondary metabolites

units, reported in the bm3 MaïZe intemodes [160], was unexpectedly not
observed in bm2 mutant F59] confirming the secondary character of both
lignin and cell wall linked PCA, these differences between mutants suggest a
complex mechanism of PCA pre-acylation of the S lignols, already described
also in Maïze F621. More, highlighting both the plasticity and specificity of the
lignin biosynthesis pathways in Monocotyledons and the differences that exist
between them and Dicotyledons at the level the phenolic secondary metabolisrn,
the case of Mai2e bml mutants has to be emphasized. Unlike to the changes
reported in corresponding CAD Tobacco transformants and pine mutant, a
dramatic reductions in both the 'total' KL content and in the S- and G-
thioacidolysis yields were reported, whithout however unchanged S/G ratio, in
the bml line. likely affected also, at the CAD gene [163]

Finally, the case of'bast' or 'soft fibres' [164], typically found in Flax and
of Kenaf, deserve comments in relation to their specific lignification parrern,
during the plant cell wall maturation, highlighting again the plasticity and
specificity of SJignification in Dicots.

In spite of their well known low lignin content [104], the anatomical
changes oflignification pattern ofFlax fibres strand have been studied precisely
since long time [65, 166]. Starting soon after flowering and increasing with
time in function of ecological conditions, lignin deposition, as shown by
cytochemistry, occurs only in isolated groups of fibres when the great bulk of
the strand and fibres remains unlignified. The Flax.frbres, being at no time fully
lignified in cross section, the lignification starts in ML, continuing in the
secondary wall which appears as a multilayered structure which remains
'cellulosic' 

[02] and deposited in two phases not only during the'.standard'
rapid phase of cell enlargement but also, later and more slowly, during the .life

of the plant'. The occurrence of 'typical' S-G Angiosperm lignin in Flax has
been recently confirmed [167], the S/G ratio being much more higher in fibres
(about 2.5), than in xylem (about 0.5). In this respect, the preferential
association of S lignin with fibres, stated earlier [ll3], has been again
confirmed. Due to the very low 'total' lignin content in fibres, (for this reason
also difficult to asses by standard methods [2]), this 'fibre lignin' was not more
characterized by these authors, who however reported very orignal differences
in the spatial distribution pattem ofFlaxlignification. Characterizing both cell
wall linked phenolics and lignin in the fibre wall layers, a discrete distribution of
phenolics was reported alike 'islets' or 'patches' by cytochemical labelling,
evenly distributed as 'branched clusters' and as 'oval groups' U67]. A specific
distribution of of these types of phenolics was proposed, which deserve more
detailled studies. The structure of Flax fibre lignin itself remains thus largely
unknown, seeming still complex according to previous sodium chlorite
fractionations attemps [68, 169] which separated a methoxyl rich solubilized
(S-rich?) lignin fraction and a residual, alcali soluble, lignin apparently poorer in
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methoxyl In this respect the occurrence of a H-rich lignin could be suggested
associated or not to other phenolics [33, 170]. Due to both to its discrete
distribution and its specific reactivity, Flax fibre lignin typically'drags' serious
analyical questions (cf $5A), and typically requires specific analytical
adaptations. This is a typical figure for many cell wall 'secondary compounds',
whose 'standard' determination seems rather uncertain and likely provide
'nothing but an average content', as previously emphasized [13].

At the other hand, Kenaf lignin is well identified as a S-G lignin typical of
Dicotyledon, in spite of its'unusual'acylationpattern ll7l,172l. Enlightening
again the S-type lignification variability, Kenaf lignin holded attention by its
high S/G ratio and B-O-4 linkage contents and thus by the probable occurence
of a large 'end-wise' S-lignin fraction. S-rich fraction was found more
specificalled abundant in the 'fibrous bark', mainly phloem, fraction of the
Kenaf stem than in the 'woody core', mainly xylem [172-174]. As shown by
UV microspectrophotometry of bast tissue, S lignin was predominantly
observed in these'bast f ibres'only [173], thus in fibres again[13], ' looking
pure syringyl lignin' [74]. Large variations in this lignif,rcation pattems and in
the associated cell wall linked phenolic acids contents were however reported,
and most often related to (i) cultivar choices, (li) growth stages and (ili) growth
conditions, illustrating the plasticity ofthe secondary type S lignin in Kenaf. In
that cases, S/ G ratio ranged from very high values, around 6 to 9 , 1173, l7 4l to
relatively low S contents €ven in S rich older fibres, S/ G ratio around I or less,
and unusually high contents in H units in younger parts ofplants [ 75]. Previous
study have demonstrated, the large responsiveness of S ligniflcation pattern in
both the phloem (bark) and the xylem (core) of Coleus.rp. treated with growth
factor mixtures [176]. In the case of Kenaf, and likely of Flax and other
Angiosperms, similar hormonalregulation effects on lignification types can be
suggested, mediating in vjvo ecological and developmental factors. In the case
of Kenaf fibre differentiation, effect ofgrowth factors, has been soon reported
[77], gibberellic acid treatment increasing the fibre cell length during the plant
growth. Furthermore in the case of Kenaf again, effects of growth factor
mixtures have been already reported on the lignin structure and contents. In the
case of excised young internodes of one month old Kenaf plants, the
lignification of boths the 'bark' and the 'core' were dramatically changed after
seven different treatments with mixtures of auxin and gibberellin or with ethrel
[I, 178]. Enligthening again the specif,rc plasticity of S lignin type, the S/G
ratio changed according to treatments, from around 3 to 8 in 'bark', whitout
however significant changes in the 'core' whose S/G remained around 1.5, a
selective 'accumulation' of S-lignin in barks was thus indicated. Similar
changes in the related S and G thigacidolysis yields were observed, ranging
from around 300 to 1500 mMol.g'' K1 , in the case of S in 'bark', without
however large variations in the cases of S in 'bark' and of G in 'core' and inLES  POLYMERES  VEGETAUX  Vol. 2 - part 1
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tark', which remained around 1200,850 and 180 mMol.g'r Kl, respectively.
very likely, the biosynthesis of an end-wise SJignin fractions was thus induced
by these heatments. It can be then suggested that the large variations earlier
discussed in the case of field grown Kenaf and other Angiosperms can be
cxplained by similar adaptative regulatory mechanisms, typical of plant phenolic
sccondary metabolim.

3 C. Factors of molecular organization variability
Lignin molecular organization arises from the in situ polymerization of

lignols. It is currently assumed that this polymerization is initiated by an
cnzymatic oxidation followed by a non-en4/matic polymerization process which
depend on the pre-existing cell wall organization. It is accepted that the results
of in vitro synthesis of lignin polymer models provide critical views concerning
the in situ lignin network organization both on the lignins types with reference

. ro dehydrogenation polymers, (DHP), of lignols, and on lignin-polysaccharide
tgmplexes, (LCC), deposition patterns with reference to synthesis of DHP-
polysaccharides complexes. Even if in vivo extrapolation of such data requires
attbntion, four factors will be discussed here, (l) lignols oxidation potentials, (ii)
steric course of the polymerization, (iiù LCC organization and (iu) discrete

,molecular oligomerization, everyone being viewed as heuristic proposal which
contribute to set the variability and adaptability, secondary character, oflignins.

In agreement to textbooks repgrting the importance of redox potential in
phenols chemistry [79], the effect of oxidation poterrtial during DHP synthesis
was recently very clearly stated [80, 181]. It was shown that.lignol
polymerisation can not longer be viewed as a 'coupling reaction' between
identical reactants, but as a'cross-coupling'between different phenols, leading
thus to different oligomers according to both their molecular structure and the
H, G or S lignol types. Some cross-coupling being surprisingly difficult to
achieve, it was suggested that the relative redox potential of lignols and
oligolignols could determine some 'limits to randomness' in the lignification
process in vascular plants. In this respect one can emphasize that these very
interesting data were obtained according the 'standard' DHP synthesis
conditions, that is after 'H2O2-perqxidasic initiation in water/organic solution',
[59, 120]. Emphasizing the complex organis'ation of cell walls, changes in the
redox factor effects can be suggested according to the reaction medium
conditions and to the chemical environment. Solid 'state' effects could also
occur such as 'diffusion and reactions at interphases' [82], and 'charge-transfer

polymerisation', allowing the possibilities of either random- or alternating- or
homo- propagations [83] and thus foimation of different oligomers. Depending
ofthe redox potential values [179], the rate ofreaction ofintermediate quinone-
methide, later discussed, was found dependent ofboth the pH and the polarity,
aqueous or organic solvent, of the medium [l84], contributing to changes ino for
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example, the relative erythro/ threo ptopottions of H type p-O-4 dilignols'

é;;;itg such kinetic effects, dehydràgenative polymerisation-.studies of

o,o',m - tisubstituted model phenots trave unambiguously established their

or.rr.rut degree of stability, previously emphasized by Sarkanen [122]'

concerningln this respect, 3 lignols and the related S-type lignins, the great

."luti.,o" stà'Uitlty of S iadicals [IgS] has to be recalled with respect to (i) the

occurrence oflàng lived S radicàls in woods, recently confirmed [186, 187]' (ii)

iheir possible rea-ction with intermediate charge transfer complexes formation'

thei r 'possib le involvement in( i i i ) l ignolb iosynthesisdur ing. .microsomal
.iuo.tiiog, of the S lignols [52] and in (iu) lignin depolymerisation redox

reactions [88].
Concerning the stereochemistry of lignin intermonomeric linkages' the overall

orevalence of the erythro form of p-o-4 syringyl ethers is well recognized on the

;;; ;*,h in siiu t3C enricheà wood analysis [189] and of in vitro model

,v"it.ri, [lg0]. At the opposite, a pronounced selectivity for threo conformation

t * U."n reported for thË conespônding H type dimers' with an intermediate

distribution in the case of the G dimers. Interesting enough, all these streochemical

d is t r ibut ionsdependedineachcasesof thepH,ofsolvatat ion-u91]and/orof
pàf*ii-"ff..ts 

^tf 
A+1. Confirming again the distinct behaviour of S lignols [190]'

these results could be explained in té.- of the steric course of reactions additions

U"t*""n quinone-methyàe intermediates and the lignol arylpropangi.d radicals'

Witt ..rpË"t to the 'phériolic secondary metàbolism', the very general importance

ofsuch addition reaction was earlier emphasized [192]'

Takingheremainlyintoaccountthespeci|rcsterichindrance,duetothetwo
3,5-dimetlioxy grouping' in S lignols, it seems possible to account for the

stereospecificity reportJd in thp S-lignin fractions, the formation of erythro p-O'

4 S-ethers, througih an 'head-to-tail', 'antiparallel', charge-transfert complex

tCiCl. fhis Cfcïoulil be more strongly stabilized for the S- than in G- lignol

ù" (fig 2). This mechanism is quite similar to the one, proposed by Wallis and

du.U1unrr, lI22l inthe, case of Cp-Cp resinol formation, the CTC being 'parallel'

however in this case. Interestigly, aremarkable resistance to acidolysis was also

reported specifically with the S type, model dimers S P-O-4 S [190]' All in all'

the combination ofthese steric airà electronic effects can be put forward as one

of the main factor determining not only the structural differences between the H,

C- u.rd S-lignin fractions but especially the 'occurrence ofa certain regularity in

the distribuiion ofweak and strông bonds 'suggested by Freudenberg [120]' and

thus of some order in the random-lignin polymer networks. Accordingly, the

existence of steric specificities of in situ lignins, could be explained whithout

the requirement of 'âefined' dirigent compounds. The possible involvement of

some specific H, G and S dirigent proteins [193] can not be excluded however,

and requires further evidences'LES  POLYMERES  VEGETAUX  Vol. 2 - part 1
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S.
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Figure 2. Hypothetical steric control of the formation of a ft.o-4 rinkage involving a'head to tail' charge-transfer comprex between two rgnor iadicars: a tJrminal rignin(zrg) phenoxy radical (right) and a cp radical in a methyrene-quinone mesomericform (Ieft). Due to steric hindrance b/the methoxyl groups <n,'n;), u -o.L,,uor.stacked planar structure is expected in the 'more ordeiedicasË "ith" ;; s-rig";r "y"1".
q: Rl: ocH3.) as than in the corresponding 'more random' case of the t"J c-hgoots(R: OCH3 , R'= H ), see æxt.

conceming the formation of LCC and the variability of their spacial
organization, most of the moder studies have concerned the G-type DHÈ [5g,1221. The possibility that cell wall components act as parts of ihe cell wall'system' and can determine their own organization through mutual interactions,'self-organization'o 

has.been more recèntly emphasizà [r3]. For insrance,
significant changes in the molecular structure of orp haue been .efo.tea in
function of the presence and the physicar state of pectin ,gel', aaaËi in trre
reaction medium [194, 195]. Even when the questiori oi itr" .spatial
organisation' of these DHp was not adressed, seven main factors affecting the
chemical structure were_identified during this study : (l) the ph of the
polymerization medium, (rD the relaiive conientration of the pirenolic substrates
and (iii).of H2O2, (ir) the conditions of lignol p".o*id^i._ versus (v)peroxidatic-oxidation and finally, (d) the type and (,d) the hydratation state of
the carbohydrate matrix.

Extending these views in the case ofa 'solid' Acetobacter cellulose-pectin
matrix placed in a diffusion cell, significant differences of the DHp
polymerization pattem were observed veryiecently; a more uniforrn distribution
of the DHP on the surface of the fibrous 'polysaccharidic' 

network was
observed in the presence of pectin [196]. Furthermore, the occurrence of non
covalent association between G-oligolignols and also between lignin fractions
has been confirmed and €ven, in part, related to their higher [_O_4 content
F971. The possibility of mord prbnounced secondary chLactàr of S-ligninfraction can be thus suggested, but requires further exirimental evidences. lnagreement to this hypothesis, clear differences in the fine .spacial orguni;uûon,
of G- and of G,S-DHp films, ordered at the air-water i"t"tr""., 

"rr"". 
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recently reported [198], demonstrating that both types of DHP were organized
as inhomogeneous structurê. Being both more concentrated at the air side of the
interface, the G-DHP showed a steeper density profile than the conesponding
GS-DHP.

Assuming that DHP could mimic lignin organization at the cell wall
interfaces, significant differences can be thus expected in vivo in both the
formation and the reactivity of the S-rich lignified, likely more ordered, cell wall
layers.

Concerning finally the variability of the macromolecular structure of lignin
itself, the occurrence of discrete series of oligomeric fragment was recently
reported after both DHP matrix assisted desorption mass (MALDI) spectrometry

1199-2021and after industrial hardwood pulping trials [203]' These data were
discussed with respect to lignin biosynthesis also. As previously reviewed [11],
the formation of discrete 'primary chains', during industrial pulping, is well
established and theorized in terms of branched-gel degradation mechanisms

' l2O4]. Molecular size analysis of lignin fractions isolated from mixtures of

Angiosperm woods (Birch, Aspen, Maple) and corresponding to a large number

./ ofcookings, have provided strong evidences ofthe cleavege oflignins into two

sort of fraction: (i) a, 'very low molar size' fractions (1 to 4 D.P.) and (il) a
remainder 'higher molecular' size fraction', which was estimated from 5 to 1l
D.P [203]. Moreover, the 'apparent molecular weight' elution curves profiles

reported by the last authors clearly indicated a discrete size spectra of lignins
fractions, oligolignols, whose molecular composition was not further studied.
These last data looks unexpectedly like the MALDI birch lignin $G oligomers
distribution [199] Furthermore, both of them qualitatively agree with the

branched-gel degradation model. In agreement with these data, it seems that the

rough and the fine structures of thsMALDI spectra reflects the relative stability
and the macromolecular distribution of the varied interlignols bonding types
(Fig 1). In this respect, and considering the plasticity ofthe 'phenolic secondary
metabolism', the suggestigns of a genetic control of the 'ordered' structure of

these fractions [199, 202] seems quite doubtfull. This proposal agree also, with
the ,non-total, random lignin polymerization process advocated by Freudenberg
and others [13, 59, l2O, 122), who ergphasized the possibility of some physico-

chemical, self-organization, factors as a potential source of ordered structure and

thus of variability in the lignin polymer networks.

4. Variability of lignin functions
As biological functions .of lignins were recently reviewed [13], only

mechanical strengthening will be discussed here, in an attempt to illustrate some

effects ofthe 'secondary diversity' ofthe wall lignification patterns. Obviously,

any of these other functions could be illustrative. Mechanical properties still
provide a larger panel of variations from fully- to non-lignified cell wall and,/or
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products, even when the artificial and reductionist identification of lignins as
individual factor in the 'whole cell wall system, is again assumed.

4 A. Molecular strengthening of plant cell walls
Due to space limitation, only typical lignified secondary cell walls from

Angiosperm woods and from Monocotyledon stems are taken into account here.
with respect to question concerning the initiation of lignin deposition U93, 2051
in non yet lignified wall layers, some distinctive features of primary cell wall
deserve attention. From mechanical point of view and bèfore àny lignin
deposition, the 'primary wall system', including the middle lamella and the
primary wall sensu stricto has been characterizedby (l) its ability to resist to
strong relative constraints with relatively thin parenchyma cell wall f206,2071,
(il) its local and reversible capacity of response to mechanical stimulations
resulting from parenchyma and related non-lignified collenchyma reactions
[208]. In most ofthe flowering plants, these properties have been correlated to
the interwined cell wall polysacharide organisation and to the cellulosic fibres
interactions with hemicellulose and pectic substanceso the main exception being
Monocotyledons, Gramineae group, with very small pectin contents [206, 207,
2091.

Recently, accounting for the local fashion of the plant cell primary growth,'in mosaic' [210], a rapid, periodic or aperiodic, chaotic, extensi,on behavior has
been experimentally demonstrated in vigna radiata hypocotyl segments [211].
It was correlated to differences in the local fixed charge density of the pectic
fraction of the cell wall. Local organization and associàti.pn between
cellulose/xylane 'solid microfibrill rods' and pectins have been also reported in
the primary onion cell wall by ss-r3c NMR, suggesting a non-ho-ôg.n"or,,'soft gel' structure. In addition to the generation of periodic or aperiodic
extension behaviour [210], these data suggest that the non-homogeneous spatial
organization ofmore or less hydrated pectins can also contribute to the initiation
of local polymerisation process of lignin and thus the discrete formation of'rslets' or 'patches' patterns, in agreement with structural changes in DHp
observed in model studies [190,191], already reviewed (g: 3 A , C).

Lignin deposition can thus be viewed to start in pre-constrained cell wall
layers, contributing to adapt the primari constraints, and to induce new specific
secondary, growth, stresses.

conceming growth stresses, it is currently accepted that tree trunk and grass
stem maintain their 'optimal', most often vertical, position owing to stresses
which provide rigidity to these. plant organs, allowing them to also resist to
external stresses and to reorientate themselves through reaction tissue formation.
During plant growth, specific qualitative and quantitative variations in
lignification pattern corresponding to both oor*àl or adaptative changes
contribute to the setting up of'growth stress€s', enlightening again the plasticityLES  POLYMERES  VEGETAUX  Vol. 2 - part 1
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and the secondary functional character oflignins.
Long time ago, mechanisms of growth stress€s generation were discussed

opposing two hypothesis of 'cellulose fibre tension' and of 'lignin matrix
swelling' respectively. More recently a new unified model was proposed by the
Okuyama's group. This model states that the growth stresses are generated by
the interaction between (i) the tensile stresses due to 'cellulosic'microfibrills, in
their axial directions, and (li) the compressive stresses due to 'lignin' matrix,
because of its deposition in the empty interfibrillar space, acting thus
longitudinally in compression wood but tangentially in normal wood [212]. In
the case of Conifer compression wood, these authors suggested that middle
lamella lignin-compound (ML) do not contribute to compressive growth
stresses. They clearly conelated however, large compressive stresses in 32,
especially in its outer S2e subJayer, with high lignin contents.

Very seldom studied in Monocotyledon, the generation of intemal stresses
has been also investigated in the stem, cane, of Rattan (Calamus merrilii.), in
the same group [213]. Depending of the specific anatomy of this stem, the
intemal stresses in the Rattan cane was correlated with the ratio of fibre strands
across the diameter and along the stern The stress pattern was surprisingly
opposite of that in trees : a high compressive stress occuring at the periphery,
where sclerenchyma and lignin contents were the highest. Even if this pattern do
not hold for all Monocotfedons, it shows up one time more, evidence of the
specifity of lignification in Monocotyledons.

At our knowledge, the molecular organization of lignins on the inside of the
cell wall layers has not been ascribed to these effects. Hgwever a very
interesting basic model has been recently introduced to describe the
biomechanical properties of woods, particularly the moisture dependency of the
elasticity modulus in function oÊthe cell wall components [214]. To obtain a
reasonable simulation of ,exprimental data, the fine structure of both the
cellulosic fibre bundles and the hemicellulosic matrix. were introduced as
parameters in the constitutive equations. Simulated data very reasonably htted
the experimental values when the occurence of 'stable' and of 'unstable'

domains was assumed in each polysaccharide component domain [215].
Pointing here variations in lignifica{ion at the outside- and inside-parts of cell
wall a complementary approach can be suggested taking into account linear and
bulk lignin domains in Su and ML, for example.

4 B. reaction wood cases and lignification variability
Reaction wood formation is currently viewed as an 'adaptative' response of

plant (woody) organs to regain their usual position. This usual position is
established through equilibrium between internal stresses among organ tissues
during the unperturbed, normal, development. Fine and local variations of the
cell wall layers organisation and lignification have been reported mainly in bothLES  POLYMERES  VEGETAUX  Vol. 2 - part 1
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accumulation and reorganization of the gelatinous Iayer. Making very clear

29

G^ymnosperms and Angiosperm woods illustrating the plasticity of lignification
Ie7l.

considering however the large systematic diversity of reaction wood
morphological types, in stems and branches of Dicotyledo^ JZ t O, 21711, the lack
of systematic studies on the fine variations in these iignrticaiion pattems has to
be stated. In a similar way; expected relations with plant evolution and
ecophysiological factors [139] were seldom reported. Enligthening however the
possible variability of the H-lignin in relation io Gymnossperm eiolution, clear
structural changes of cell wall helical thickenings of compression woods have
been. reported to disappear 

^from some compression wàod tracheids [2lg].Similarly, the frequent lack of 'gelatinous' fibres in tension woods [2r7], much
more difficult to assess ($ 5A), may be related to Angiosperm evolution.'

Focussing here on S-lignin in Angiosperms, lignlRcation variability will be
considered only (l) in the case of Rose flower and Liana stem, during their'normal' development, and (il) in the case of Eucalyptus and Éox woods as
atypical gravitropic reactions.

The case of Rose flower peduncles is particularly illustrative as the
tendency to bending ofRose flower peduncle, ideterminànt factor ofthe post-
harvest quality of the flower, 

{:p..r_dr on its 'rigidity' which is affected by both
the cell turgor and stem tissue lignification types. véry significant differences in
bending .tendency have been observed between Roses cultivars. In a
comparative study of two culfivars, the peduncle strength has been correlated
with the lignin content and composition of both .woJd,, mostly xylem, anO
,'bark', mostly phloem._Comparing the lower_, medium_ and high#parts of
lthese flower peduncles, larger 'total' lignin contents were found in-the item or
the stronger peduncles. This increase was furthermore associated with a s type
lignin enrichment occuring_in the dislal part of the peduncle mainly [219j. It was
suggested that the 'normal' differentiation of non condensed s-ricn tignin ln
xylem fibres cell walls contributed mainly to the strenghtening effect. Genetic
ard e,cophysiological factors which likely affect this .nàrmal, &presssion of S-
lignification secondary variability were not further studied.
-.^-In the case of gravitropic reaction in Angiosperm wood, large anatomical

differences, have been most frequently recogni-zeôas occurini at;he ;;;er parr
of the organs, as 'tension'-wood, 

when io*pa..a with the low-er part, .àiposite,
wood, identified as unchanged reference or 'normal' wood. Lower rignin
content.were generally reported in tension wood in combination with only weakqualitative changes in monomeric composition suggesting that the moiecular
structure of the 'total' lignin-of 

.tension,.and oppotit. woods were globally
almost the same [139, 220,22r].bisregarding thuiitre lignins local distJùution,
tension wood specific strengthening has beén more often related to cellulose

example of lignification variability, Eucalyptusreaction wood clearly displayLES  POLYMERES  VEGETAUX  Vol. 2 - part 1
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'unusual' pattems. Extensive histochemical test have unambiguously shown that
Eucalyptus gelatinous layer in reaction wood fibres undergoes lignification, the
extent depending on both the gelatinous layer structural hetrogeneity and the
cell location 1222, 2231. Furthermore, confirming the large interspecific
variability, gelatinous layer was observed in E. camaldulensies [224], but not in
E. tereticornis x E. grandis hybrids [1a8]. In both cases however, significant
relative decreases of'total' lignin content were reported in reaction wood (# -

40%) when compared the normal wood. Still more in the last case of hybrids,
the reaction 'strenthening effects' were measured and expressed as wood
relative deformations (WRD) allowing a more accurate and objective location of
the wood reaction samples. In these conditions, a continuous evolution of the
properties ofwood according to the reaction stress intensity was observed, and
was correlated with the progressive changes in both the cellulosic microfibrils
orientation and in lignin content and molecular composition. As WRD
increased, (i) total KL content decreased, (rt S/G ratio in non-condensed lignol
increased, (iii) relative yields in non-condensed G and -S lignols increased then
afterwards respectively decreased and remained unchanged. In this way, even
when these correlations brightly enlighten the biological variability and
secondary character of S-G lignins, one had to stress that they do not display
any simple individual effect of defined wood components, lignin or cellulose for
example, already discussed [13].

Concerning Box reactiôn wood, a similar'situation occur in term of changes
in 'total' lignin monomeric compositiorr. Considered to be a primitive
Angiosperm because ofits secondary xylem composed oftracheids and vessels,
with a very low S/G ratio of about 0.5 in normal wood, Bwus exhibits an
'unusual' Angiosperm reaction wood , without gelatinous layer [94, 225]. lt
looks like compression wood" of Gymnosperms 12261. In the case of
differentiating normal and compression Buxus wood, very specific and
progressive changes in the S- and the G- type lignin deposition patterns have
been clearly demonstrated by UV microspectrophotometry, in the outer portion
of 52. layer mainly 12271. As in the case of Eucalyptus reaction wood,
correlations between changes in lignin composition and cell wall strengthening
effects were studied and expressed.as WRD. In these conditions, progressive
changes in lignification were again observed, indicating the formation of a more
condensed reaction wood lignin slightly richer in H- and G-non condensed
lignols (# +3%) but poorer in the S one (# -20Yo).In this case, the S/G ratio only
decreased from 0.49 to 0.37. Again plasticity and variability of lignification was
clearly illustrated even in this 'unusual' case. Keeping again in mind the
compression wood lignification pattern in Gymnosperms, these changes in
lignin likely affect wood stresses but only indirectly, through the interconnected
cell wall polymer'system'.
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characteristic anatomicar organization oflignified tissues has been relatedo'oru.'v.r urËdruza'on or llgnureo tlssues has been related to the
resistançe of these structures to fail undeibending because of local bucklins.

!::\te *1."1 ;,q -; l;iil";;;d".'iË#fi iil,ij'*iiiïiil''"9;
:lÊrnal del.-ice has been.first adapted to;;;;;,#;d-ildilliffi. iTof

31

Finally, a similar but more comprex example of plasticity of cell wall
lignification is provided with the case of Lianas. During théir usual stem
development, Liana switch from a self-supporting phase to à .upport.à growth
phase, after contact with a support. Two main drfferent types or wooa are
produced according to these growth conditions, very stiffduring self-supporting
phase and more flexible dyring supported growth, implying-also cnânges ingrowth stresses and mechanical properties of the 

-*ooày 
tissues 1zzt1.comparing total wood composition oi tro rianas Bauhinià guianensis and

condylocarpum guianensis, srriking differences in mechanical ;.;;;;i;, *.r.
demonstrated between wood types. They were correlated with chaïges in cellwall lignification patterns. changes in S/G ratio and S+G yield weËobserved
leadind to the suggestion that the stiff serf-supporting *où was charactenzed
by a more linear S lignin type encrusting ihe polysacharidic fibres whose
monomeric composition ,xylanes, changed also-[2ig,230]. yields in non-
condensed s lignol were- about two time higher in Èauhinia wooa samptes than
in corresponding condyrocarpum suggesting a higher relative contentin s-rich
lignin fibres. Different changes in cettutose microfibril orientation were also
observed in these conditions, implying that the Liana stem strengthening effects
are correlated to the changes in both lignin and polysaccùride c"ell walr
organization. Nevertheless, these data also clearly- confirm the large
ecophysiological plasticity of S-type in the S_G Angiospêrm lignin.

4 C. Gravitropic reactions in Monocotvledons
Alike knowledges on lignification of herbacJous Dicotyledons which were,

and remained, 'appalingly scant' sincé rn 1971 [10], studies on .t.errgihening
reactions in Monocotyledon stems are also appatingy lacking, with r-Jspect to
their fundamental agricultural interest. As in the casèi of woods, a few càses of
both normal and adaptative growth reactions have been repoied and can be
related to specific changes in both cell wall organization and lignification
panems.

Lignified tissues, sclêrenchyma and vascular bundles mainly, arespecifically distributed in the typicar Gramineae stem, .cereal culm,. This

both curvature and bending moment, which was later analyzed i""ordG ,o umodel correlating culm strength.to anatomical distribution data [z3i]. riavrng
first established the importance of culm nodal thickening, .nodes,, as siabilizers

:i :i:: Plly :ly*res,, 
large differences between thé mechanicur piof .rti.,

:lr.*: 
t1:i:f 

1 
we1;.,demônstrated by "o*p-i roo- o i wh;;; t ri;;i;' ;;and Rye, secale sp. cultivars. Even if molecuiar structure of lignin was notLES  POLYMERES  VEGETAUX  Vol. 2 - part 1
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considered, very clear correlations were shown between mechanical properties
and the relative extent and location of the lignified tissues, parenchyma and
sclerenchyma fibres [232]. Furthermore these differences of lignification
patterns between cultivars were related to plant selection stage. Keeping again in
mind, (i) the complex structure of sclerenchyma occuring specifically in
Monocotyledons [102] and (tr) the possibility of fine local variations in
lignification pattems of parenchyma cells and tissue, reported even in Poplar
xylem for exemple [233], these data corroborate a large functional significance
of the normal variations in lignification between Monocotyledons, discussed
here in the case ofcereal 'group' only.

Concerning the occurrence of 'adaptative', reactions in Monocotyledons,
the case of Wheat nodes deserve again interest in their gravitropic responses.
Identified more than one century ago, the most usual type has been
characterized by an irreversible increase in the grass leaf nodal structures [234].
Structural changes of the node 'motile tissues' which produce the bending of the
stem by reorientation of unchanged remaining intemodes, were identified by the
appearance of a swollen region, at the base of the lower portion of the node.
This region was characterizedand by the differentiation of massive cellulosic
'columnsn at the cell corners in the non-lignified reaction tissue :'collenchyma'
1234]. ln fact, contrary to these authors, this reaction tissue has to be termed at
the present time 'collenchyma', and not 'sclerenchyma', in agreement to the
textbooks [02, 104]. Indeed, as emphasized by these authorso the reaction
tissue, located in the lower part of the node, was completely nonJignified. A
strong lignification occured albeit, at the corresponding basepfthe sheating
leave of the node, which has to be termed 'sclerenchyma'. Lignification
suddenly ceased at the base of the node providing the 'nonJignified and
potentialy extensible motile tissae' involved in the reorientation process. Not
any other chemical data ryere reported on lignin structure by these authors, at
our knowledge. In our group, the 'upper' and of the 'lower' part of such Wheat
leaf sheats reaction nodes were studied comparing lignin content and lignin
monomeric composition. At the heading stage, growing Wheat plants, were
displaced into horizontal position, which induced a culm reorientation in the
vertical position because ofthe nod:e bending reaction. Plants were collected at
maturity of the grain. About hundred plants were thus grown, in open field,
during two successive years. Comparing the reaction leaf sheet fractions, no
significant differences were found in (i) the total KL lignin content (about l6%
cell wall dry matter: cwdm ), in (ii) the S/G and H/G alcaline nitrobenzene ratio
(respectively about 1.3 and.0.5) and in (iir) the cell wall linked PCA or FA
esters contents (about 0.9 and l.3Yo cwdm) 1235',.

Intrestingly, another Wheat node geotropic curvature, which superficially
resemble to the previous one, has been described and was characterized by the
need of a continuous geotropic- or hormonal- stimulation in order to mai'ntain

)
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the gravitropic response [2361. Cuwature was- induced by displacing growingplants to the horizontal position also, allowing the geotropic r"rponr" t? o""u. infew.hours.. on being returnedto the initial pisition, the induced curyature wasgradually lost. This 'reversibre reaction' was also observed with Avena andHordeum nodes [237], occuring onry in the nonJignifi"a r."i-trrr"i fun orrn"node' Ir was correrated to the elàngaiion ofall gro*ing leafcells, wiiriexceptionfor those from the uppermost region of the nod-e whict "pp"";;;'";;;i"r..a.
Illustrating the specificity of the relations betwàn the s-t-rângthenrngreactions and the lignification pattems in cereal culms, these data demonstratealso the unavoidabre need to rook prant cell walls properties as functions of thewhole lignocellurosic systeû\ the ce'wats being tigniRea ".;"tiii. 

-

Not only lignins but also cell wall rinked phenolic acids, (HCÀ : g 3B),likelv contribute to these strengthening effects ôf cereals ."1;;;;;hanimsr.lltarnine largely hypotheticar. In thà case of Maize and wh# rrrt.-oo"r,differences and possible correrations between both ceil wall linkedhydroxycinnamic acid contents and vascurar bundle distributions has beenpreviously emphasized [13]-. Other similar specific differences "un f" àrp."t"aconcerning also rhe adaptative aspects of lignification io M;n;;;is, lot ontybetween these pooideae u'fi pànicoideae, but between r--.r"*pr. orrr..g9n-era' familly, tribe or 'gtoups' whose evolutionary diversity is con'siderable
[44]' Likely systematic diffe."n.e, between Monocots have been reportedconcerning both cell wall polySaccharide composition [43, z:tjuoJ rp""in"urryassociated pCA and FA [209J. Corroboraring à possiblè ..tt ,uit pùy..o "rorr_linking. function by 'simple; (monomeric,j ËcA d".iuutiurr, ïii"ij, *"rrrecognized in Graminaceous plants [34], the occurrence of diferulate (dimers,...,and of larger oligomeric FA-coupling products has to be taken into acco'nt.Strong evidences of the formation of'si.rt proàu"t, were recently provided [239,240]. Because established by in vitro.*p".iÀ..rtr, these results deserve howeverin situvalidation. In this respect, they càuld contribute to better explain the highalcaline solubility of Grass iignin condenr"a fru.tioo [l3g], (cf $ 3B), and maybe demonstrate the validitv of the 'old' SiÀra,r r,yplir,"ri rji,l,+1'1, *nosuggested the formation of a HCA based 'acid rignin' in Grasses, resulting fromthe oxidative polvmerization of feruric u.iJ a".i-*tiu; ;;trl"'ô;.i'rr" ",condensed PCA derivatives can not excruded in this "ur" ur.orài.rg ,onitrobenzene oxidation data [45,r27]. Fiting the .secondary 

variability, of notqtlythe lignin networks but arso tirË assoJateà phenolic acid derivatives, theligù'ifioation patterns in Monocotyt.aonr o"r"*e much more comprehensiveanalyslç.

5. Recurrent methodological questions
^ 

The variability of both lignin Àorecurar structure and mechanical functionof polymeric networks were reviewed with the aim to illustrate how the different
LES  POLYMERES  VEGETAUX  Vol. 2 - part 1
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lignin types could belong, as phenolic polymers, to the familly of the secondary
plant products. Recurrent difficulties have to be still kept again in mind
concerning the significance of the lignin contents and monomeric composition
determinations and the importance to approach plant cell walls as an self
organized systems; both questions discusseÉ here again [2].

5 A. Analytical limitations
Only two topics, (i) molecular composition and (tt) total content

determinations, concerning qualitative and quantitative chemical analysis will
be discussed. Histochemical analysis would have deserved similar caveat
against for examples the specificity of some immunochemical probes used for
qualitative in situ identification of the so-called 'condensed / non-condensed'
lignin macromolecular structure or the quantitative assessment of lignin contents
based on transitory color reactions, such as Maiile based syringyl group

determination in the presence of 5-hydroxy-G lignols.
In the case of total Klason-lignin (Kl) determination 12,6], it has been

clearly demonstrated [140] and recently well confirmed 12421 that S-lignin
fraction is rapidly dissolved and undergoes complex condensation reactions
yielding acid soluble lignin (ASL) and insoluble KL fraction containing syringyl
groups. Both formation and structure of ASL are thus critical when studing the
variability of S-lignin types. Furthermore, KL determination can be critical also

in the case of bast fibres, such Flax ($ 4B), because both by KL fractionation
trials and by selective isolation experimentS, two different types of lignin have

been identified and characterized [164]. A possible location ofthese fractions,

differing in methoxyl group contents, was even suggested in the middle lamella

and in primary-secondary layers respectively [243]. Systematic differences in

the contents in these two KL tyfes were also reported by this author : the low

methoxyl fraction occuring mainly in 'long' bast fibre plants (Ramie, Flax and

Hemp) but not so much in 'short' bast fibre (Jute, Kenaf, Sisal) [244]. Even if

the past interpretation of,these results deserve validation, these exprimental data

corroborate the SJignin type variability. Amazingly, these data also agree with

the 'old' Fremy's views on fibrose and vasculose, already stated. They deserve

thus more precise assessment even if they were criticized in the connection of

the 'vasculose' location by Bolker [245].
In the case of lignin qualitative composition, which is usually characterized

by variations in non-condensed S/G ratio, large and systematic differences have

been reported in function ofboth the analytical procedures and the lignin types

ll0, 1271. In the case of sotvolytic procedures, using for example thioglycolic

acid or ethanol as reagent, differences have been related to the relative linkage

stability between H, G and S lignols involved in condensed bounds (Fig 1). In

this respect, the possibility of'loss' of specific fractions of mono- and oligo-

meric lignin fractions during the recovery of unsoluble lignothiogycolic-ligninLES  POLYMERES  VEGETAUX  Vol. 2 - part 1
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was emphasized long time ago 138,2461. surprisingly this question is seldom
considered when analyzing SJignin content or composition. Similarly, the
distinctiveness between the 'non- condensed' and 'condensed' lignin fraction, as
indicated by the recovery percentages in (H + G + S) ethanolysis- or
thioacidolysis- solubilized products require attention. Even if it was more often
critically adressed f2, l27,247l,this question remains often neglected however.
In this respect, very recent reports have indicated that thioacidolysis yield could
strikingly increase, whithout however large S/G changes, according to (l) the
type of reagent : methanethiol versus ethanethiol 1248), (ii) the sampling
procedure : drying mode [249], (iii) the sample chemical pretreatment [150].
Such data, which however require further experimentàl validations and
mechanistic interpretations, could be very critical as ,taken all together, they
indicate the possibility of very large contents of non-condensed monomeric
units in lignins neworks. In the cases of Poplar and Spruce woods [244], about
half of the total lignin would occur as linear end-wise G- and/or S- rineai type.

In order to get more exact and complete views on both lignin contents and
structure, the imperative necessity to combine analytical methods has to be
stressed again [2]. The aim would be to specifu the data gained by the
degradative chemical methods by means of identifications based on physical
non-destructive,,approaches such as isotopic labell ing [25 l], spectioscopic
procedures, SS''C-NMR 133, 251, 252f or dynamic mechanical FTIR [253,
254], for example. In this. respect, the recont Terashima,s review [i511,
concerning the Ginkgo wood GJignin is very demonstrative. According to
tracer method and thioacidolysis data, the relative frequency of the p-o-4
linkage were respectively of 55 and23 Yo. Likely, similar 'conflicting' data were
reported when comparing the relative lignification levels of pine S1r and ML
by interference- or fluorescence-rnicroscopy data [255]. Further comparative
analytical studies are clearlylequired to better assess the secondary chaiacter of
l ignins.

5 B. Cell wall system'and self-organization effects
. As clearly stated by Freudenberg [120], the paradigm of lignin 'random'

polymerization process, which is most currently accepted nowadays, is not
exclusive of the possibility of a 'certain order' in itte tignin polymeric networks
[l 1]. Thus 'how randomness and order can combine' co.rmponÀ really to one of
the most central and reçurrent methodological question of lignin biology.
Looking the whole cell wall a system, self-organization effects may provide
some advances in this respect. Çonsidering the multiple possibilities toarrange a
given set of cell wall components in metastable arrangements, self organization
effects may account for the diversity of structure, propirties and funcdons of the'plant-cqll wall as a whole'. original mechanical properties of cell wall clearly
result froln the interactions between associated defined compounds which,

35
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artificially isolated, do not exhibit any of them. Such statement could be not so
trivial as it first appear as it also apply to fully- or more or less- or not at all-
lignified structures. This last case was recently emphasized by Attala [256] who
stressed the 'inherent tendency ofthe cellulose molecules to self-assemble' and
concluded that 'the structures of native celluloses rre, at a minimum, species
and tissue specific, depending on biogenesis processes'. In lignified natural and
model structures, the occurrence of a similar biogenetic order may be evidenced
by specific regular or repeated lignin distribution and patterns inside the

different cell wall layers, such as (i) easily depolymerized linear 'chains', (ii)

residual condensed bulk 'blocks', (iil) 'islets', 'patches' (ir) distincts lignin
'aggregates' in partly lignified or lignifying tissues and mainly (u) fine and local
adaptative variations in lignification ($4B). In this respect, extending the

original Yamamoto's model approachplal,the occurrence of linear-2d'- and of
bulk-3d.-lignins networks in respectively 52 and ML, can be suggested.

Furthermore, confirming the need to look cell walls as system, the two
mechanisms of Gramineae stem reorientation ($:4C), involving specifically non-
lignified tissue provide an a contrario illustration of this proposal' Bending
reactions appear to occur in these cases, as a result of specific delay of the

lignification of selected parts of collenchyma and likely parenchyma, a situation
which could compare to the variable occurrence of 'non-lignified' gelatinous

layer in Angiosperm woods but also in sorne Gymnosperm specific woody cells

[13]. The structural role atrd the strengthening function of specific chemical
associations and physical entanglement of Cellulosic microfibrils embedded in

nonJignified pectic and hemicellulosic matrix T207, 2571also sorroborate this
proposal. In this respect,the'fuzzy'boundaries between primary and secondary
metabolisms ($ 2A) could appear not so surprising. For example, Aspen tension
wood formation which occurs"with deposition of a typical nonJignified
gelatinous layer [94], has'been characterized by the expression of cellulose

synthase in the xylem and phloem fibers ofthe inner, tension, side ofthe bend

but was turned off at the opposite, normal, side suggesting that cellulose
becomes the major sink in the tension tissues when lignin biosynthesis was

attenuatted [258]. The whole, both primary and secondary, carbon flux was thus

reoriented.
Self organization effects likely occur also during wood transformation as

results of molecular interactions, not reviewed here. In the case of both partly

delignified and fully lignified products, holocellulose, chemical pulps and

woods, the fact that 'all polymer components contribute to mechanical
properties' has been very clearly stated and confirmed in the Salmen's group

1254, 2sglpointing to such'systemic' interactions again.
Furthermore, in a review on the biochemical and genetic controls and

cytochemical events during the xylem differentiation, it was suggested that a

system theory approach might be a powerfull tool in understanding theLES  POLYMERES  VEGETAUX  Vol. 2 - part 1
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physiology of xylem cell differentiation, looking cell wail as an (i) open, (ii)
adaptative aû, (iii) homeostatic system t2601. À earlier empharùÉo i g zc;,
autocatalytic processes have to be also accounted among o.guni"i.,g facàrs.The
advantages that such complex non-homogeneous structures offer into the life
process has been also very critically emphasized by Ricard recently [261], who
also discussed the loca_l organization and aperioàic gowth or ,roi-hgoin.a
primary plant cell wall [210,211]. Indicating how order can appear and cornbine
with randomness, these data offer a cogent explanation roithe emergence of
discrete spatial patterns in lignifying cell wall, because they can be àated to
Turing's spatio-temporal organization model requiring (t gàdient of reactants,
(ii) autocatalysed reactions and (ir) open systemlar frôm e{uilibrium conditions
[85' 86]. These conditions are apparently satisfied, ât the best of our
knowledged in the case of plant cell wall lignification ($ 2c, 3c). Refering to
the first experimental evidence of a sustained Turing.s tfre structure in an open
gel strip reactor maintained far from equilibrium [262],-tÈe discrete distribution
of spots recalls clearly, but perhaps accidentally, the .random' distribution of the
lignin initiation site 'ordered' in the Flax ML for example. Even if this
hypothesis agree with the current model of .random' formation of lignin
networks, this hypothetic proposal requires experimental demonstration.

In agreement with such principle àf thermodynamical study of
lignocellulosic products, the phenoménon of longitudinal contraction of
cellulosic fibres during pulping [263] and, of reratà enûopically controled
metastability [264] has to be underlined. Demonstrating the bàsic ana practical
interests to look at cellulosic stuctures as (j) water content dçendent, (ii)
temperature sensitive and (iii) non-uniform porymeric system, âble of self-
organized arrangement, these data lead to view the progressive evolution ofthe
structural variability of the- secondary "o-porrtràs and the appearance of
structures, of order and of functions as depending of a more gtàbut ,yrt._
[265]. 

,

6. Cohclusions
ln th/s.review, the variability of both lignin structural types and their related

::-.:rCrf"t:9, 
tunctions were selectecl in order to illustrate the secondary

lY4?t 
of these plant phenolic products. In this respect, 'lignins, cails to only

a genenc name f-or series of compounds having a high degree of structural and
functional similarity. Their discrimination àmong primary and secondary
metabolites could even look as a wager due to théir systenntic existence in
valcylal plants. viewing lignin'types in a perspective of plant evolution, more
subtle 'secondary' figures were howevei iaèntrfied in reration to (l) the
substitution patterns of lignols, (lr) the rerative frequency of lineàr and
condensed oligomeric fractions, (;ll) the specific spatio-1emp-orar and discroteLES  POLYMERES  VEGETAUX  Vol. 2 - part 1
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lignin distribution in the 'normal' cell walls, (ir) the 'adaptative' responses of
these distributions according various external stimulation, (r) the complex
regulations of the multiple pathways of lignol biosynthesis and oxidasic
polymerization, (ri) the corresponding coupling of the metabolic carbon and
energetic fluxes and finally (uii) the combined functions in cell adhesion, water
conduction and mechanical support in plant cell walls. Lignins can be classified
as 'secondary products' because of this diversity and even if they were
recognized not to be 'defined chemical entities', as stated long ago by Bland
[112]. Furthermore with respect to the 'fascination that secondary metabolites
hold as objects of scientific studies', as emphasized by Haslam 12661, the
negative definition ('compounds which do not function...' : cf. $ 2A) has to be
rejected, as every negative concept [267], puting even forward the opposite view
of lignins as part of the 'highly adaptable cell wall organized system' ll3, 2681.
Ironically, one can be afraid when looking the 'very complex' cell wall system
to face the same situation told in the teaching of Buddha [269], of the blind
mens gathered about an elephant : every one describing rightly one part but not
one of them being able to tell the elephant's exact form. Even mor€, this parable
takes apparently only into account the 'matter', in a reductionist approach of
molecular organization, and not 'energy' such as mechanical work, frictional
constraints, related force potentials or even entropic and informational factors
[13, 268] which also contribute to hold any systern, such as a reoriented straw
node in its geotropically right place for example. As emphasized in reference
books [261, 265,270,271] such an integratedphysico-chemical approach oflife
process may be fundamental. Looking cell wall as a system undergoing
irreversible evolution, variational principles application could be a way to
describe how the most disordered state can be reached with a minimum rate of
production ofthis disorder or efitropy. The relevance of such application to the
case of plate viscoelastic bending, already derived by M. Biot, has been
emphasized by Brillouin [266]. In the case of plant tissue and cell walls they
would likely allow a better understanding of lignin functions and structural
variations, enligthening also the fuzzy concept of phenolic secondary
compor$ds.
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Note
Recent and very interesting data by Zhong and coworkers reported in Plant

Cell (2002, vol 14, 165-179) deserve attention as illustrative of the botanical
variability ofthe tissular lignification patterns and ofthe complex regulation of
the phenolics secondary metabolism itself. In this, the mutation of a chitinase-
like gene in Arabidopsis was found to affect both #1:'ectopic'deposition of
lignin in the cell walls of stem pith and of root and hypocotyl endoderm, #2:
'aberrant' shappe of cells with partial protruding lignified walls, #3: 'alteration'in

the growth and development of the seedlings grown in light cycle or the total

darkness. These pleiotropic effects have been correlated to both ethylene-
dependent and -independent mediated inductions' It is worth noting that

althought described as 'alteration', 'aberant'and'ectopic', (that is 'occuring at
places where they are not 'norma1ly' located), these phenotypic changes express
in fact the 'normal' underlaying adaptability (and thus a kind of 'secondary'

plasticity) of plants according to environmental conditions, and their normal
morphogenetic capacities ofdifferentiation and ofdedifferentiation, emphasized
in the reference text-books (102, 104). Entirely similar comments also hold for
the recent confirmation ofthe occurence ofhigher lignin contents in genetically
modified Bt corn (modified to express a protein to kill pests) than the
corresponding isogenic non-Bt corn lines (Saxena and Stotzky, 2001, Amer. J.
Bot., 88 ,1704-1706). As intriguing as these observations and these difficulties
to define normal (lignificaition) states and to adjust them to the primary or
secondary metabolic pathway categories, the 'overly simple'current definitions
of tracheids and vesel (lignified) elements was also very recently, pertinently
emphasized by Carlquist and Schneider (2002, Amer. J. Bot., 89 , 185-195). It is
thus tempting to suggest that the commonly expressed negative generalizations
concerning the 'normal / ectopic'lignin locations or the 'primary / secondary'
lignin types does not have a universal validity. This suggestion directly extend
the very relevant comment emphasized by Katerine Esau, long time ago, in
relation to the absence of,resemblance between stems ofherbaceous- and related
woody-species (p 307, in ref 104). This could also well contribute to explain the
endless quest of not only'the structural model of lignin'( 2, 13) but also of 'the

model tree'; a last dilemna which .was very properly discussed recently, by
Chaffey (2002, New Phytol., 153 ,213-223).'
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Abstract  
 Both lignification "patterns" (molecular structure and macromolecular organisation) and 
"processes" (biosynthetic metabolism and phenotypic / genetic plasticity) were emphasized in relation 
to  the plant biological variability. Illustrated through specific cases ranging from cell wall layers to 
whole plant organs of crops and trees, these four topics are accounted to recall and discuss few 
selected correlations reported between lignification types and some mechanical behaviour of woody 
plants, not only woods and trees. Few illustrative macromolecular mechanisms underlaying these 
patterns and processes (growth stresses, plant form adaptation,...) are discussed in the cases of rose, 
flax, kenaf, wheat, grasses, lianescent and trees species ( Buxus, Eucalyptus, Ficus, Phytolacca, 
Populus,...). Three main metabolic sources of variability are suggested: distributed metabolic control, 
growth factors regulation and peroxidasic polymerisation. The need of more elaborated studies on :1: 
the macromolecular organisation of lignin-networks, on :2: their peroxydatic formation and 
reticulation within the other cell-wall components, on :3: the global metabolic basis of the phenotypic 
variability and on :4: the possible epigenetic heritability of some  lignification traits is  underlined. 
 
1 : Introduction :  
 
 Even when the chemical diversity of technical lignins had been unambiguously and 
authoritatively recognized more than 25 years ago with a plural in the title of the K. Sarkanen and C. 
Ludwig's book: 'Lignins: ...', both the biochemical heterogeneity and the biological variability of the in 
situ lignins and their corresponding isolated lignins fractions become acknowledged only since about 
two decades (1). This trend was explosively accelerated, over the last decade, by number of 
manipulations of the expression of structural and regulatory genes involved in lignification patterns 
and processes. Now, a very large number of papers and extended reviews are avalaible. This review 
thus consider only the biological variability of both lignification -patterns (the molecular structure and 
the macromolecular organisation) and -processes (the lignins biosynthesis and their phenotypic / 
genetic plasticity ) in relation to the mechanical behaviour of woody plants, not only woods and trees. 
These four topics account for a biochemist's view only, and thus recall and discuss selected effects of 
the so called 'lignins' on the mechanical properties and behaviour of lignocellulosic-woody materials 
and plants gravitropic reactions, at the levels of the lignified cell wall layers, of plant organs and 
whole plant form.The following items thus follows on:  
 1 : lignin fractions variability and their macromolecular organisation,  
 2 : variability of lignification pattern and plant mechanical behaviour, 
 3 : variability of lignification proces and peroxidatic origin of lignins inhomogeneity, 
 4 :phenotype/genotype plasticity and form adaptations of woody plants.  

Due to space limitation, the list of references was however limited to books and mainly 
reviews, particularly those published at INRA-Reims and -Grignon laboratories, recalling thus here  
some  cited  publications as (Rc i ), in addition to more recent reviews and reports. 
 Before discussing experimental data related to lignin biochemistry, three main recurrent 
methodological questions have to be briefly emphasized, as previously done (1-5) and as recently 
again emphasized (6,7), concerning respectively the 'total lignin' content determination, the 
cytochemical identification and the characterisation of lignin monomeric composition. Avoiding here 
any controversies, one have to first underline the importance of the selective formation of 'acid-soluble 
lignin fractions', nicely confirmed and specified during Klason type determinations (8): such possiblity 
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is seldom discussed in the case of transformed plants (Rc 1,3). Second, concerning dyes currently used 
for cytological detection, the contrasted specific changes of staining pattern clearly confirmed for 
exemple in the region of compression failure but not in the intact wood tracheids (9) which  suggest 
that the physical state of lignins, and not only the content, affect  such cytochemical identification. 
These data , which  recall the well known metachromatic staining of lignified tissues by safranin or 
toluidine blue (Rc 5), can be also compared to the changes in the fluorescence spectra of pyrene 
adsorbed during the polymerisation on lignin model compounds (10) later discussed (§ 4), and likely 
related to self-organisation  effects (1,2), into the lignocellulose macromolecular networks. Third, 
concerning the difficulties to quantify lignin composition, (currently polemized at the level of the 
'significance' of the variations in the monomeric composition only!), and as unambiguously stated 
earlier with C. Lapierre (Rc 3-5, 11), it is sufficient to underline here again, that the combination of 
usual chemical methods allows exact, concordant and complementary estimations of not only  
"qualitative" (non-condensed / condensed molar monomeric units ratio) but also  "quantitative" 
(relative yields / total 'global' lignin content) views of the monomeric composition of the lignin 
fractions (Rc 1, 4). The origin of all these  difficulties seems  to rests more at the level of the 
biological 'explanations' than of the chemical 'significance' of the data. Much less discussed, a second  
critical level  lies in the macromolecular organization of lignins later discussed here, which can be 
correlated  with the functional behaviour of in situ lignocellulosic complexes. 
 
2 : Lignin fraction variability and their macromolecular organisation : 
 
 The concepts of 'macromolecular organisation' at the levels of both the monomeric 
composition, the molecular size and the shape distribution of isolated lignin fractions have been 
extensively studied and theoretically analysed more than 20 years ago by mainly D. Goring, H. Bolker 
and J. Yan (Rc 3) in the case of wood chemical delignification (pulping). An extended paradigm was 
even proposed by D. Goring, assuming the occurrence of  'several types of  lignin networks' in wood: a 
proposal extending the previous 'inhomogeneity models' by F. Brauns or J.Gravitis, for examples (12). 
At our knowledge, such  concepts have not been systematically introduced into model studies of the 
mechanical properties and behaviour of plant organs and cell walls. 'Lignin' is thus most frequently 
viewed as an 'amorphous isotropic' material. Looking now plant cell walls as fibrous lignocellulosic 
composites (2,13) with reference to the well demonstrated data indicating strong correlations between 
the macromoleclar structure and the mechanical properties reported in synthetic composites polymers, 
a correlation between 'lignin inhomogeneity' and 'plant cell walls mechanical properties' is proposed 
here. Assuming as previously (3), four lignin organisation formal levels, both the spatio-temporal 
organisation of the polymer chains in the lignin networks and the interactive effets between them, ( the 
tertiary / quaternary level)  appear as main determining  macromolecular factors. For the same reason, 
it seems justified to account the type and frequency of respectively the monomeric units and of the 
intermonomeric linkages ( the  primary / secondary  level) as the corresponding 'molecular' 
determinants of the mechanical behaviour of the lignified cell walls. 

These interdependant factors are thus discussed here assuming the Sarkanen's 
hypothesis that 'lignins may represent composites of bulk and end-wise polymers, respectively 'rich' 
and 'poor' in ' strong' ,condensed (cd.), and 'easily cleaved', non-condensed (n-cd.) intermonomeric 
bonds. Proposed in 1971 as a 'speculative idea' by K. Sarkanen, this end-wise / bulk model, was 
experimentally studied and validated at INRA (Rc 1-5). 
2 .1 : monomeric units and intermonomeric linkages heterogeneity in lignin fractions. 

Experimental evidences of inhomogeneity, called in preference 'heterogeneity', from 
monomeric unit point of view, are briefly reviewed here defining then as 'lignins': any natural 
polymers arising from enzyme-initiated and chemically driven polymerisation of three main 
phenylpropane (p-hydroxycinnamyl alcool) units: respectively 3,5-dimethoxylated or syringyl (S),  3-
monomethoxylated or guaiacyl (G) and non methoxylated or 4-phenyl (H) units ( fig 1). 
From botanical and biochemical view, lignin heterogeneity is clearly illustrated by the very broad 
spectrum of the relative proportion in S, G and H monomeric units recovered after progressive 
depolymerisation of  lignin fractions. In the case of Angiosperm woods at Grignon, three lignin 
fractions were succesively isolated: LM: milled wood- ,LE: enzyme- and LR: residual- fractions from 
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Poplar with C. Lapierre (11), from six other Angiosperm species with M.-T. Tollier et al. (Rc 5) and 
were systematically characterised using four independant methods. Constantly, the LE fractions were 
found  richer in S syringyl units (highest S/G molar ratio) and in non-condensed  intermonomeric   
linkages (highest S + G molar yield /KL content). In the case of Monocotyledons,  similar qualitative 
results were obtained with M. Gaudillère for Graminae (straw internode) stems lignin fractions: the 
differences  being qualitatively and quantitatively  greater in Maïze lines than Wheat  (Rc 1, table 1). 
  
Table  1: Experimental evidences of the variations in lignification pattern (heterogeneity) in vascular plants:   
references cited here in 1, 2 and 3 and added  unpublished data with M.-T. Tollier and D. Jouin (1986).   
 
Monomers 
recovered 
( µMol./g KL) 

                    Fraction  1 
           (MWL ext. : LM type) 
         ratio                        yield 

                     Fraction  1 
          (Enzyme ext. : LE type) 
        ratio               yield 

 
Refrence, 
          [method] 

Populus 1.20 1020 1.67 1240 
Cerasus 
Alnus 
Quercus 
Acer 

1.37 
1.40 
1.14 
1.27 

1122 
993 
807 

1160 

2.51 
1.95 
2.47 
2.45 

1532 
1344 
1388 
1710 

Triticum 
Zea  'normal' 
Zea  'mutant' 

1.39 
1.19 
0.45 

1080 
370 
290 

1.14 
1.53 
0.44 

1530 
360 
420 

Lapierre,  1986  
 
Tollier , Jouin 
          1986 
 
Gaudillère, 
          1990 
 [thioacidolysis] 

Pinus n.s. 51.1 % n.s. 56.9 % Ikeda,2001[dfrc] 
                           

 In agreement to Sarkanen's views and recent pulping data (14), these results are 
consistent with the in situ occurence of two types of lignin fractions: an 'end-wise non-condensed S 
rich' LE fraction and a 'bulk more condensed G rich' LM fraction, none of them being thus 
representative of the Angiosperm 'total lignin'!. Strenghening this view, in the case G-lignin of Pine 
wood (Gymnosperm), similar figures were recently reported (15) indicating the occurence of non-
condensed lignin fractions, rich in β-O-4 aryl-alkyl-ether linkages (fig 1): the recovery yields in G 
units being also found higher in LE type than in corresponding LM fraction. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 1: Cluster of a 'bulk' condensed oligomer (right) linked by a labile benzyl-ether (1b) linkage to 
a 'end-wise' alkyl-ether (1a) linear chain of n monomeric units (left); 1a, 1b: non condensed  bound. 

 
From biochemical view, these data provide an unambiguous, but indirect, 

evidence of the general occurrence of significant proportions of β-O-4 rich end-wise lignin 
fractions in vascular plant cell walls, in agreement furthermore with physical SS-NMRdata 
(Rc:1) and more directly, with some rare direct evidences, by isolation of β-O-4 rich end-wise 
fraction lignin (14, 16, Rc 2). 
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 From a biopolymer organisation point of view, a 'qualitative' morphological 
image of lignin heterogenity can be found in the two Sarkanen's extreme schema: a rather 
'linear', one dimension end-wise structure rich in non-condensed, mainly b-O-4, linkages and 
a rather 'bulky', three dimension branched structure rich in condensed, mainly C-C, linkages. 
Named, in simplified terms here, as respectively chain- and block- lignin 'clusters' (fig 1), 
these scheme were previously used to qualitatively discuss some possible mechanical effects 
of lignin networks in relation to the molecular architecture of the plant cell wall (2, 13). 

 At our knowledge these scheme were never systematically accounted in relation 
to mechanical behaviour of 'woody' products, with however the very interesting exception of 
the  J. Gravitis's 1987 data concerning fractal self-similarity of lignin polymer models (13). 
Thanks however, to the recent advances in the pulping macromolecular chemistry, more 
quantitative parameters becomed avalaible for further lignins biomechanical studies, 
concerning particularly :1: the lignin-polysacharide physical and chemical connectivity, :2: 
the diverses evidences of ordered patterns in lignocellulosic structures, :3: the random 
'cluster-cluster' aggregation and mainly :4: elaborated lignin-network degradation theoretical 
models related to the architecture of in situ lignins, nicely reviewed in 17. This is particularly 
the case when trying to apply the different 'gelation parameters' into lignin networks which 
are assumed to result ,(in agreement to the 1968 Freudenberg's views: Rc 1), from the 
reticulation of short and polydisperse primary oligomeric 'clusters' through random-oxidative 
branching (fig 1) occuring with or without formation of 'indefinite-network', depending on the 
functionality of these oligomers, (in agreement to the P. Flory's principles: 18). Due to the 
current lack of experimental values of such 'cluster' parameters, it is only possible to 
emphasize here qualitatively, the probable general importance in the wood mechanical 
behaviour of :1: the lignins-polysaccharides connectivity and of :2: the related percolation 
effects through lignin networks. However, clear evidences of percolation and of network 
cross-linking were reported, using F. Pla's wood chemical delignification data (Rc 17, 19), 
indicating the occurrence of two distinct cross-linked lignin fractions in cell walls layers: a 
'three dimensional condensed gel' type in the middle lamella and a 'low-cross-linked two-
dimensional mono-layer' type in the secondary wall (19). Furthermore, according to recent 
structural investigations on G-lignin  models at the air-water interface, evidences of the 
formation of structured layers with different dilatational relaxation behaviour were described 
(20). The possibility of self-organisation effects related to lignin G /S inhomogeneity itself is 
thus again underlined (1, 13), in combination to the geometric mechanical constraints likely 
imposed by the polysccharidic microfobrils network, as previously suggested in the 
'organised' secondary wall lamellae (17, 22). 
 
3 : variability of lignification pattern and plant mechanical behaviour : 
 
 The variability of lignification patterns, extensively studied and reviewed in the 
case of the normal- and reaction-woods (xylem) of Gymnosperm (Rc:1,2), is thus only briefly 
reviewed, focussing on biochemical basis of the the 'mechanical properties' and the 
possibilities of quantitative modelling. Emphasizing the biological variability, qualitative 
correlations between lignification patterns and mechanical behaviour are thus discussed in the 
cases of woody Angiosperms and Monocotyledons. Choosing here plants which differ from 
the common, 'normal', plant lignification pattern, some 'anomalous' or 'variants' (21) types 
were selected in order to enlighten this natural variability, later discussed also. 
 In Conifers woods, very nice demonstrations of the relations between growth 
stresses intensity and both the lignin concentration in the LM, S1 and S2 cell wall layers and 
the gradual processes of lignification have been provided by respectively T. Okuyama and H. 
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Harada and coworkers (Rc 2). The Fujita and Harada's 1991 views (Rc 2) are particularly 
illustrative of  'lignin heterogeneity', when identifying  two I- and S-lignification-stages and -
types, in tracheid walls; the Initial- lignin, deposited intercellularly would be richer in 
condensed type lignin when the Secondary- lignin, more slowly deposited finally in the S2 
would be less condensed. Furthermore, in the compression tracheids, the highest lignin 
accumulation was found, by UV microscopy, in the outer S2 layer indicating a finer 
variability of the lignin content distribution, also reported later by L. Donaldson (22), more 
quantitatively however, between  samples of mild compression wood  and between cell to 
cells also. 
 Corresponding 'fine' data concerning the molecular heterogeneity of lignin 
fractions in these layers are lacking, at our knowledge. From mechanical point of view 
however, the generation of growth- and reaction-stresses has been frequently studied and 
correlated with variations of the 'rough' total lignin content and the cellulose microfibrill 
angle in the S2, not only in the Gymnosperm's hyperlignified compression woods, but also in 
the Angiosperm's hypolignified tension woods. Theoretical models were constructed in order 
to mathematically describe these correlations providing a nice way to numerically explore the 
possible effects of lignin inhomogeneity on the mechanical properties of the 'woody products'. 
Thanks to particularly to T. Okuyama's team (23, Rc 2), a 'unified hypothesis' is avalaible 
explaining the generation of these stresses on the double assumption that :1: tensile stress 
originate from cellulose microfibrill partial cristallisation when :2: compressive stress results 
from deposition of lignin matrix during the secondary wall lignification. Due to space 
limitation, one can only underline the nice qualitative fit between the calculated / 
experimental values for both tension and compression wood, with however a much better 
adjustement of the values in the case of longitudinal (εL)  than for tangential (εT) surface 
growth stress (23, 24). According to this model, the lignin matrix substance domain appears 
as a kind isotropic elastomer. In order to improve this yet good fitnees, it is suggested to 
account for percolation and connectivity effects (§ 2) into the macromolecular  lignin 
fractions of LM and S2, as function of not only the progressive spacio-temporal development 
of walls but also of moisture content (24). Gelification, hydratation effects through the two-
dimensional lignin gel monolayers, along the cellulosic lamellae of the S2 at scale of few nm. 
could be for exemple numerically introduced using avalaible scalling parameters (13, 19). 
Being 'universal' (19), which means that "the values of these parameters depend only on the 
network topology and are not affected by the details or process at the micro(molecular)-
scale", this suggestion would also solve a recurent controversial question (7), concerning the 
"actual importance of the lignins [monomeric units] composition" in natural versus transgenic 
plants as  related to the  in situ lignin functions (3, Rc 1). 
 In the case of Angiosperm tension woods, variations in lignification pattern 
have been also correlated to reaction- and growth-strains at the surface of stems, even when 
typical arcs of 'tension' cells with slightly- or non-lignified distinct-gelatinous (G) layers were 
specifically observed frequently but not in every species, in the tissues of the upper side of the 
leaning stems (Rc:1, 2). Most often positively correlated with changes in orientation of 
branches and stems, some 'cells with G layers' were also reported in straight stems of fast 
growing Angiosperms and even some time also, as isolated cells of Conifer-compression 
wood, illustrating the large 'natural' variability: the 'variant' character or the 'anomalies of 
lignification',  emphasized later, § 5. 
 With H. Bailléres et al. in  1997 (Rc:2,3), an 'anomalous' lignification type of 
compression wood was thus characterized in Buxus sempervirens wood, a primitive 
Angiosperm. Occuring 'normally', in the lower side of the leaning stem, it was characterized 
with reference to the opposite, 'normal', upper side wood by a progressive increase of 
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compressive strain correlated to :1: opposed variations in n-cd. monomer ratio (lower S but 
higher G and H) and to :2: a decrease of the (S+G+H) total n-cd. monomer yield, yet lower in 
the 'normal' wood. Thus, with this highly condensed reaction lignin type, boxwod looks like a 
Gymnosperm variant. Furthermore, tension wood of Eucalyptus clones was similarly 
characterized in 1995, by changes in the molecular structure of lignin. Both variations in the 
n-cd. S/G molar ratio and S+G yield were studied in function of the intensity of the growth 
stresses even when no clear cytochemical evidence of defined G layers were found. Trends 
for possible formations of two G- rich and S-rich lignin fractions were however observed in 
function the stress intensity when also correlated to the variations of the microfibrill angle; 
these data require confirmation. 
 Less unexpected were the 1993 observations with B. Chabbert et al. (Rc 1, 2), 
on the resistance to bending of the Rose flower peduncle, an important post-harvest quality 
factor. Comparing Rosa cultivars genetically identified by 'straight-rigid' and 'bending-soft' 
peduncles, significant differences were found in the Klason, total, lignin contents :1: being  
particularly high in the 'wood', (xylem mainly), and  lesser in 'bark', (mainly phloem), of the 
stronger cultivar and :2: higher in the basal part of peduncle than in the distal one. Even more 
interesting, lower n-cd. S+G yields were found in the softer cultivar, particularly in the bark, 
despite lignin fractions from both 'phoem' and 'xylem' showed similar S/G molar ratio. 
Suggesting a mechanical role of the S-rich non-condensed lignin fraction, these data also 
enlighten the great importance to describe the molecular structure of lignins not only with S/G 
ratio but more quantitatively with S+G yield (table 1), a concept apparently often neglected 
even in the most recent comprehensive critical reviews on lignification. 
 In the case of Monocotyledons, similar anomalous exemples of variant types can 
be cited; the generation of internal stresses in rattan, Calamus sp., being one of the clearer 
illustration (25). At  the opposite of 'normal' wood, the occurrence of compressive stresses 
was found at the periphery of the rattan stem and was related to the lignification of a specific 
ring of sclerenchyma. Apparently related to a structural support function, another type of 
'anomalous ' reaction fibres was comprehensively described in the leaves base of the woody 
monocotyledon Xanthorea australis (26). Furthermore, comparison of 'variant' ecotypes and 
mutants of crops: Maïze (table 2), brittle leaves Fescue (27) and brittle stem Rice (28), were 
characterised by very different lignification patterns with changes of  n-cd. S/G and S+G 
associated to specific differences in both tissues anatomy: thickness of sclerenchyma bridges 
between the epidermis and vascualr bundles, and global chemical composition: 
hemicelluloses / celluloses mainly (3, 31). In this respect, the various  effects of 'lignification' 
on the mechanical behaviour among Monocots seem particularly very important but difficult 
to study. This is also clearly illustrated by  P. Dayanandan's implication of a 'non-lignified 
sclerenchyma' sheath, located at the lower part of the 'stem node', pulvinus, during the 
reversible gravitropic reactions of Graminaea stems. Contributing to such an adaptative and 
reversible motion, this behaviour  enlighten, a contrario, the mechanical significance of the  
lignification variability and strengthen the interest to view plant cell walls as self-organized 
complex  'systems' (Rc 1, 2, 13). 
 Similar mechanical 'effects' of lignins, or lignin-like compounds, likely occurs  
in  'primitive' plants, such as Equisetales  according to H. Spatz's et  al. very nice data (Rc  2), 
and likely also in the 'specialized' tissues of seeds and fruits allowing 'mechanical effects' 
(29). 
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Extending previous suggestions (2, 3), the possibility of a biochemical 

discrimination between one 'common': G-type primary metabolism and one 'specific': S-type 
secondary metabolism was recently discussed in relation to the concepts of the 'plant phenolic 
secondary metabolism' (1). In the same way, the biosynthetic pathways of "monolignols" 
were comprehensively  reviewed in transgenic plants (6, 7), accounting for the possible 
formation of distinct "G- and S-G-biopolymers" through respectively "sophisticated" and 
"independant metabolic channeling" pathways of the monomeric units. Interestingly, but 
perhaps fortuitously, such chanelling' would be related to the higher oxidability of   S- 
compared to G-units (1), the more reactive and bulky S-units being 'treated' in the more 
organized complexes. Metabolic diversity  is thus viewed here as one main source of 
variability in lignification; only three systemic and complementary points, often neglected or 
forgotten, can be however emphasized here, as potential main sources of this variability. 

A first one, can be related to the well accepted (2,6,7) high complexity of the 
monolignol biosynthesis network, assuming thus a possibility of a control of the 
corresponding metabolic fluxes depending not only on the activities of 'isolated' enzymes but 
resulting at first, on 'distributed' control kinetic parameters (30), based on the flux / activity 
ratios and tracing thus, some  global interactive feed-back effects in the network as a whole 
'system' (1) . 

A second source can be related to the varied and well established role of plant 
growth factors on plant-organ-, on cell- and cell-wall layers- development determining 
multiple possibilities of ecophysiological changes in the lignification patterns and processes, 
such as induction of reaction tissues. This systemic of variability is interesting, but difficult to 
analyse, as based on modifications of the 'regulation of lignification processes' and not only of 
'molecular patterns'. For exemple with R. Aloni et al., dramatic changes in lignins total 
content, in alcaline extractibility and in  n-cd.  S/G ratio and  S+G yields were induced by 
hormonal treatments in both the bark, 'phloem', and the core, 'xylem', of the stems of Coleus 
and of Kenaf (31). Allowing global 'ecophysiological' modifications of plant mechanical 
behaviour, such 'treatments' can be compared to the naturally occuring 'genetic' differences in 
G-bulk and S-end-wise lignin fractions, observed in the case of Roses (§3). Furthermore, very 
recently, clear evidences of such types of 'genetic' variability: ectopic, epigentic or pleiotropic 
effects (32), have been reported. Thus, a mutation of a chitinase-like gene in Arabidopsis (33) 
affecting both the pith-cells lignification ectopic patterns, the pith- but not root- cell-walls 
shape and many others aspects of plant growth and development was partly related to 
ethylene metabolism perturbations. Much more unexpected is the case of isogenic lines of Bt-
Maïze, engineered to produce a proteic toxin, in which significant increases in total lignin 
content were confirmed (34) in combination with pleiotropic effects on lignin distribution in 
the vascular bundles. Awaiting metabolic explanations, these effects of 'genes' acting on the 
regulation of the 'processes of lignification' were not finely studied in relation to the probable 
changes in the plant mechanical behaviour and to the likely related lignin- and polysacharide- 
reorganisations in the cell wall layers and sub-layers. Such types of 'mechanical effects' were 
however, sometimes, reported after manipulations of 'structural genes' affecting the patterns 
of lignification: the biosynthesis of monomeric units themself, as  recently reviewed (7). For 
the same reasons, it seems untimely to try to 'explain' these last effects, even when very nice 
evidences of selective deposition of S/G lignin fractions in S1 / S2 layers were for exemple 
observed  by A. Yoshinaga and B. Chabbert, in transformed plants (35). 
 The third source of variability is related to the oxidative polymerisation process 
of lignins. Assuming again (Rc 1, 2), both the validity of the 'random coupling model' well 
confirmed recently (36), and the occurence of variations in the lignin model polymers 
structure in function of the conditions of peroxidasic polymerisation (table 2)  reported with 
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M.-T.Tollier and confirmed with N. Terashima (37) and B. Cathala (10, 43), the importance 
of the related and now apparently forgotten, peroxidatic mechanims is emphasized here.  
 
Table  2: Experimental evidence of  the effect of the oxidative polymerisation process  on the strutural 
variability  of  G-DHP: dehydropolymer models of G -lignins;  references cited  in  1, 2 and 3.  
  
 
   Reference : 
         

              Polymerisation  conditions of lignin models: 
  product,    reaction state,        oxidation  reagent,          support 

Depolymerisation 
 yield /n-cd. unit: 
( µMol./g  DHP) 

Tollier et al. 
           (1991) 

G- DHP,          sol,                           H2O2,                            no 
G- DHP,          sol,                glucose/ gluc.-oxidase,            no 

740 
700 

Terashima et al. 
            (1996) 

G- DHP,          sol,                glucose/ gluc.-oxidase,            no 
G- DHP,          sol,                glucose/ gluc.-oxidase,         pectin 

810 
1050 

Cathala et al. 
            (1998) 

G- DHP,          sol,                  H2O2 : fast addition,              no 
G- DHP,          sol,                  H2O2 : slow addition,            no  

540  (st.d.: 5 %) 
620  (st.d.: 5%) 

Cathala et al. 
            (2003) 

G- DHP,     gel/cellulose,        H2O2 : slow addition,            no 
G- DHP,     gel/cellulose,        H2O2 : slow addition,         pectin 

860 
1180 

      Control   wood   ,              (  G- lignin    from   Spruce  )      1260 
 

The peroxidatic formation of H2O2 by peroxidases in the presence of O2 and 
NADH, first described first in vitro (38) and later observed in vivo with A.-M. Catesson (39), 
provides a first outset of variability due to the NADH-shuttle connecting the polymerisation 
rate of the 'lignin-clusters', thus the lignins structure, with the changes of primary metabolism. 
A more subtle second outset can  be found in oscillatory oxidation of NADH by peroxidases 
in vitro  (40) whose potential function in vivo and complex dynamic were comprehensively 
studied (41). Seldom discussed among the factors potentially affecting lignification patterns 
(1), these peroxidatic factors could likely contribute to the formation of discrete and 
distributed lignified spatial patterns (Rc 1, 22)  controlled by convective- (42), or more likely 
diffusive-motion  in the hetrogeneous cell wall cellulosic microdomains networks, studied 
with B. Cathala ( 10, 20, 43). 
 
5 : phenotype/genotype plasticity and adaptation of woody plants 
 
 Enligthened by the variability of both the structural patterns and the regulatory 
processes of lignification, more general suggestions seems then allowed in relation to the 
plasticity and adaptatbility of plants, "obviously characterized in the short term, by regulating 
their physiology and in long term, by changing their development"(44). Such large 
phenotypic /genotypic variations can be brightly illustrated by evidences on  seasonal and 
enviromental effects on lignification patterns (22), by the correlated growth stress control of 
the negative gravitropic movement in woody plant stems (45) and by the optimizations in the 
geometry of the polysacharide microfibril network (46) for exemple. Similarly phenotypic 
and genetic differences and modifications of lignification affecting environmental fitness 
have been reported in perennial herbaceous plants (47). In this respect, global systemic 
approaches of the correlations between lignification and mechanical behaviours seems 
particularly difficult. The final form and lignification of plants indeed depends both on 
cumulative effects of endogenous programs (48), of external stimulations by light and gravity 
for exemple (49); only four exemples of liana, tree and crop are emphasized here. 
 At first, the liana's case is noteworthy for a switch from a 'self-supporting 
growth' phase forming a very stiff stem to a 'non self-supporting' phase, established after 
contact with a support with formation of a more flexible stem. Comparing the dense self-
supporting-wood and the corresponding less dense lianescent-wood isolated from stems of the 
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neotropical liana Condylocarpum guianense, significant differences were found in n-cd. S/G 
and S+G monomeric units (50). With reference to the case of 'normal' xylem, a functional 
significance was thus suggested, assuming that the occurrence of more condensed G-richer 
lignin fraction in vessel walls of lianescent wood would facilitate the conductance of water. 
At the opposite in self-supporting stem, a less condensed S-richer lignin was found in the self-
supporting stem compatible with a supporting function in the lignocellulosic  
fibres. Qualitative variations in lignification pattern, in microfibril angle and in rough 
polysaccharide composition were also observed in a second liana Bauhunia guianensis and 
were more comprehensively correlated with changes in E- and T-modulus (51). Even when 
limited to two liana species only, the occurrence such different types of lignification in the 
same plant, clearly illustrate the importance and the diversity of the adaptative aspects of 
lignification.   
 Second, recalling the formation of the reaction wood and the related function 
assigned to growth stresses, one could  assume that such regulatory effects of growth by 
changes in lignification  invariably occur in plants, contributing for exemple, to restaure the 
'normal' vertical  position of the upper part of stems. As shown in Figure 2A, this is not 
always the case with the behaviour  of a figtree, Ficus carica L., 'normaly' growing from the 
ceiling of an antic arch, verticaly in the direction of the soil. Likely resulting from a 
particularly favorable combination of gravity and light stimulation, this tree was found in the 
archeological, and bradyseismic, site of Baia-Pozzuoli at the 'Bath of Mercury', near Napoli 
(Italy). Taken in April 2002, the picture clearly shows the occurrence of normal, positive, 
phototropic reaction of some upper branches with apparently, no dominant negative geotropic 
reaction of the stem  'in the direction of the soil'. At our knowledge, such extreme anomalous 
type of tree has  not been  reported. However according to F. Kjelberg, (personal 
communication), this behaviour could well illustrate the complex hemi-epiphytic character, 
soon  known in others Ficus species. 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
Figure 2: Adaptation and variability of woody plants: A:anomalous growth of Ficus carica L. without dominant 
negative geotropic stem reaction; B: schrinkable parenchymatized young stem end (arrow) and C: diametral 
swelling (left)- shrinkage (right) according to water content in the Phytolacca dioica  end of stem (bar: 1cm).  
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Third, regarding also  anomalous growth and lignification, the case of 'cambial 
variants' or 'anomalous secondary growth' (21) deserve interest in term mechanical behaviour 
and formation of wood containing concentrically alternating and  irregular xylem, phloem and 
even conjunctive parenchyma bands. In addition to a specific lignification pattern under study 
by B. Chabbert at Reims,  the case of the large and reversible shrinkage of the stem-wood of 
Phytolacca dioica L., apparently not reported before,  seems noteworthy here . Earlier 
recognized for its biological plasticity and rapid growth, Phytolacca dioica develops, in the 
shoot of the year even in temperate regions (52), a wood characterized by  several irregular 
rings of vascular bundles which are not annual rings. The schrinkage on air drying was 
observed at the end of one year old stems (fig 2B). Very strong in radial direction, l/l0 = 40 %, 
it was completed after only few days and was totaly reversible by water saturation during at 
least 10 cycles (fig 2C). In the case of Condylocarpum stem slices, also characterized by a 
cambial variant structure of the stem vascular bundle, a normal and reversible shrinkage of 
only 9 %  was unexpectedly observed, suggesting that the 'anomalous macroorganisation' of 
Phytolacca woody tissue was directly related to this effect. Due to the limited number of 
samples,  these behaviours  were not further studied.    

Fourth, the typical case of 'unusual' lignification pattern of Flax fibres and of the 
noteworthy heritable environmentally induced changes in Flax phenotypes (53, 54) deserve 
comment, as unfrequently correlated. Illustrating again the 'natural' variability of plant 
lignification patterns (1, 3), Flax stem is noticeable by a 'normal' lignification in the woody 
center of the mature stem, 'xylem', which is associated at the stem periphery to an 'atypical' 
lignification of the phloem fibres. These fibres are characterized by thick and practically non-
lignified secondary walls and by discrete intercellular 'islets' or 'patches' of lignin-like 
compounds (22, Rc 1). Furthermore, heritable changes of the form  of Flax lines, genotrophs, 
have been reported according to the growth conditions (53) and were characterized by 
quantitative changes in :1: plant morphology and in :2: DNA content and in :3: patterns of the 
anionic peroxidases isozyme bands, which are frequently associated to lignins polymerisation 
(44, 54). At our knowledge, no specific study of the corresponding adaptative changes in the 
lignification patterns of Flax- or of the other plants were published; according however to Ch. 
Cullis, (personal communication), it was clear that the secondary thickening was delayed in 
the 'large' Flax genotroph compared to the 'small', especially at low light level. The possibility 
of  heritable changes in the atypical lignification of Flax  genotrophs is  thus highly probable; 
it would be also interesting to correlatively study their heritability. These data also forward 
the   importance of 'epigenetic heritability' now more currently recognized (32, 54, 55). 
Recent evidence of epigenitically regulated accumulation in Maïze kernel of  respectively 
'soluble' phenolic pigments (56) and 'cell wall linked' lignin like derivatives (57) strengthen 
this view.  The possibility of epigenetic and inheritable adaptative variations in lignification 
could be of great academic and practical interest and thus requires further validation. 
 
Prospective conclusions :  
 
 Emphasizing first of all, that 'water conduction', cf: parenchymatization of axial 
shrinkable wood in Phytolacca versus Liana, is at least of equal biological importance in plant 
stems than 'mechanical strength', four conclusive comments are proposed which all assume as 
an experimental evidence  that  lignification types and plant mechanical behaviours are 
strongly correlated. 

# 1 : the need to a: assess during  mechanical experimentation, and to b: include 
during theoretical model conception, as much as possible data at the cell-wall layers level, 
concerning macromolecular factors and parameters describing lignin fractions such as 
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condensation, connectivity, percolation in-between the ligno-polysaccharide structures,  
looking cell-walls as a whole complex self-organized systems (1). 

# 2 : the possibility to identify and quantify such factors, usind mild- and 
chemically-specific- treatments such as enzymatic, alcaline and acidolytic reagents (58), not 
only at the mature state but also during development stages; in this respect care has to be 
taken to pleiotropic  effects on  lignification when comparing mutant, ecotype and transgenic 
plants. 

# 3 : the importance to cover as many wood feature and components as possible 
that vary with relation to functional behaviours and to related woody organs anatomy  (21: cf. 
preface by S. Carlquist). Don't focuss on one component only, even on lignification..., 
remembering the Katherine Esau admonition: " the commonly expressed generalization that 
herbaceous stem ressembles the stem of  related  woody species does not have an universal 
validity" (29).   

# 4 : the merit to consider the occurence of  lignification variability as a  result 
of both :a: the specific physiological and developmental adaptative plasticity of plants, as 
compared to animals (44, 47), :b: their capacity to manage epigentic effects in for exemple 
the case of phenolic metabolism (54, 57) and of heritable traits in a 'whole plant crucial 
context' (55, 59), :c: the effects of environmentally driven self-organisation of lignin and 
lignocellulose components, as results of  physico-chemical 'fluctuations' or ' organisating 
noise' (1, 55, 60). 
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59 : Speybroek, van, L. (2000) The organism: a crucial genomic context in molecular epigentics? Theory 
Biosci. , 119 , 187-208. 
60 : Monties, B. (1989) Molecular structure and biochemical properties of lignins in relation to possible self-
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Note added during edition:  In agreement with the Bamber's observations discussed here in §1, a  confirmation 
that mechanical dislocation of wood could change the physical state and thus the in situ reactivity of lignin  can 
be also found in the very interesting, related variations in the kappa number and brightness of the corresponding 
pulps, reported during this conference by  N. Terziev, G. Daniel and  A. Marklund  ( this volume, p xxx-xxx).   
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I t 4 B. MONTIES

L  H I S T O R I C A L  B A C K G R O U N D :  T H E  D E F I N I T I O N S  O F  L l c N l N

Durin-q the past two decades fundamental advances have been made in the characterisa-
tion and structure determination of l ignins. While few basic changes have been made in
the isolation methods. the development of degradation procedures and localisation
teclrniques. as well as increasing application of spectroscopic methods to l ignins in
solution and in solid state, have led to a gradual differentiation of l ignin from other
polyphenolic compounds and to the recognition of l ignins as a family of heterogeneous
phenylpropane polymers.

It has taken a long time for scieniists to recognise the complexity of l ignins. While
rvood was sti l l  considered to be a uniform chemical compound. De Candolle (lSl9)
coirred the word'la l ignine'to describe the fraction of wood insoluble after treatment
with solvents and mild acid. In 1838, Payen established that this compound, also named
'lc l igrrcut'. was a mixture of two distinct products: ' lo cellulose'and ' l ' incrustation

ligneuse', i.e. l ignin incrustation. The chemical identity of this incrustation was clearly
recognised in the beginning only by Fremy (1859), under the name of ' la vasculose',on
the basis of its insolubil ity in mineral acids, its solubil ity in strong alkali and its
biochemical properties (occurrence in vessels and strengthening of wood), now fre-
qurerrtly attributed to l ignin. Much other relevant information concerning the history of
the definit ion of l ignins has been assessed in the irreplaceable monograph of Brauns
(1952), which provides a comprehensive review of state of knowledge on all aspects of
l ignin chemistry up unti l the 1950s. Brauns described lignin not as a 'constitutionally

defined cornpound'. but as a 'group of high molecular weight, amorphous compounds',
built up mainly, if not entirely, of phenylpropane monomeric units which are not
hydrolysed by acids, but which are readily oxidisable. soluble in hot alkali and
bisulphite and which condense readily with phenols and thio compounds" Even today,
Brauns's def in i t iorr  remains correct .

Until 1960. as indicated in the supplementary volume of Brauns's monograph, l i tt le
progress was made on the elucidation of the structure of l ignin. Only in 1964 did
Freudenberg and his coworkers succeed in proposing the first unambiguous structural
scheme for spmce lignin. Modifications of the original scheme were introduced later and
were comprehensively reviewed in 1968. Freudenberg's molecular scheme for spruce
wood lignin has been constructed as an 'average' or 'statistical' fragment of a larger
t.uolecule including a minimum number of about 20 monomers. This model summarises
and allows the prediction of analytical and reactivity data assuming that spruce lignin is
the polymeric product of the dehydro_eenation of coniferyl alcohol.

Other molecular schemes were published later for conifer (softwood) l ignin by
Sakakibara (1980) and Glasser and Glasser (1981) and f lor  angiosperm (hardwood)
f ignirr by Nimz (1974) and Adler (1917), for example. These various formulae provide
arr r"rnif ied view of the available information but, as stressed by Sakakibara (1977), ' these

formulae nre only temporary and wil l have to be altered when further information is
acquired". Fr-rrthermore. the reductionist approach which began with these individual
molecular formulne tended to overshadow the concept of l ignin heterogeneity which has
beerr put forwnrd more and more frequently during the last two decades.

The plural 'Li-enins'. in the tit le of the cornprehensive monograph edited by Sarkanen
Itnd Ludwig ( l97la).  i l lustrates the concept of  l ignin structurzr l  var iety and of  hetero-
geneity. mainly in relartion to pulping technology. It is noteworthy that the same plural
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rvits also used. br"rt earlier, by biochemists and plant physiologists such as Nord and
De Stevens (1958),  Barnoud (1965) and Brown (1966) to i l lustrate the fnct  that  l ignins
analysed in different organs (stem, root, branches), different t issues (wood, bark),
different cells (primary and secondary xylem. phloem. periderm, fibre, vessels). or even
in tissue culture (callus). are not the same as l ignin from secondary xylem. which is
assimilated to mature healthy wood.

As the result of the gradual advance of knowledge. a more exact definit ion of l ignins
lras been su-ugested by Sarkanen and Ludwig (l97lb). According to this definit ion,
l ignins are described as polymeric natural products arising from enzyme-init iated and
chemically driven dehydrogenative polymerisation of primary precursors possessing a
p-hydroxycinnamyl alcohol strl lcture. In the cell wall. these polymers are always
associated with polysaccharides and, in some cases. with certain phenolic acids.

I I .  C H E M I C A L  S T R U C T U R E  A N D  B I O C H E M I C A L  P R O P E R T I E S

Figure 4.1 summarises the structure of the common phenylpropane n-lonomer" the
common notation of the carbon Cu*C, carbon skeleton and the main substitution
patterns encountered in l ignin chemistry. Inconsistencies in nomenclature and com-
pound names have been reviewed by Sarkanen and Ludwig (l97lb). Table 4.1
summarises the customary common names most frequentlv encountered in l isnin

a R a

c - c - c
6

R ' = H  R , : H  :  H

R r :  H  R z =  O C H I  :  G

R ' =  O H  R r :  O C H ,  : ,  H  G

R r :  O C H ,  R z =  O  C H :  :  S

FlG. 4. l. Structure of the carbon skeleton of the nronclnreric unit. substituti,rn pattern of arornatié rings.
usuul  notat ion nnd names rnain ly  encountered in l i -enin chcnr is t ry  (c f .  Table 4.2) .

TABLE 4.1.  Pretèrred radical  names in l ien in nomenclature.

Usuri l Desirable Common

a C

Ia-\
,\-\

R r l R ,
O H

(H)"  Hydroxyphenyl
(C)  Catechol
(G)  Gua iacy l
(M) Mcthoxy catechol
(S)  Syr ingy l
(A )  An isy l
(V)  Vcrat ry l
( T )

Cinn; . tmyl
Conifcryl

4-Hydroxyphenyl
3.4-Dihydroxyphenyl
3-Methoxy-4-hydroxyphenyl
3-Methoxy-4,5-dihydroxyphenyl
3.5-Dimethoxy-4-hydroxyphenyl
4-Methoxybenzyl
3,4-Dimethoxybenzyl
3,4,5-Trimethoxybenzyl
3-Bcnzyl-al lyl
3-( 3- Methoxy-4-hydroxyphenyl)-al lyl

Phenyl
Diphenyl
Methoxyphenyl
Methoxydiphenyl
Dimethoxyphenyl

Dimethoxyphenyl
Trimethoxyphenyl
Phenylpropenyl
Guaiacylpropenyl

"  Abbrc" " i l t ion  accord ing  to  F is .  4 .  I
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TABLE 4.2. Structure and
aldehydes. or acids.

B. MONTIES

trivial name of current phenylpropenoic- and benzoic alcohols.

Aromatic type

Substitr.rt ion
pattern

Phenyl
( H )

Guaiacyl
(G)

Syringyl
(s)

Cn-C,
acid
Co-C,
alde-hyde
Cn-C.
alcohol or aldehyde
Co-C-,
;.rcid

p-Hydroxybenzoic
(b)

p- Hydroxybenzaldehyde
(B)

p-Coumaryl

p-Coumaric
(PC)

Syringic
(s)

Syringaldehyde
(s)

Sinapyl

Sinapic
(sr)

chemistry. This duality must be tolerated unti l international nomenclature has been
established. Table 4.2 shows the usual names of the corresponding benzoic (Cu-Cr) and
cinnamic (Cu*Cr) acids, aldehydes or alcohols most often encountered in l ignin
chemistry with their abbreviations

A.  Genera l  S t ruc tura l  Scheme o f  L ign in

The general chemical structure of lignin which is currently accepted stems from the ideal
one,'Idealbild'. described by Freudenberg (1955) for conifer l ignin and. more particu-
larly, for spruce lignin. According to Venverloo's (1969) comparison of poplar l ignins
obtained frorn primary and secondary xylem. from phloem and peridenn and from
tissue cultures, it should be stressed that the structure of 'gymnosperm lignin' or of
'angiosperm lignin' found in the l iterature only holds for secondary xylem lignin frorn
corresponding woods. Once these reservations have been accepted. the generalchemical
structure of l ignin can be explained by the theory of dehydrogenative polymerisation of
coniferyl, sinapyl and coumaryl alcohols whose experimental foundations have been
established by Freudenberg and coworkers using mainly peroxidase-init iated dehydro-
genative polymerisation of coniferyl alcohol (Freudenberg. 1955. 1968; Sarkanen and
Ludwig ,  l97 la ) .

The process of dehydrogenative polymerisation of monomeric l ignin precursors was
first studied in vitro using crude oxidase preparations from fungi. Numerous dimers.
trimers and oligomers. 'oligolignols', have been isolated and their bonding pattern has
been determined. These types of bonds have been identif ied in isolated polymeric l ignin
as well. giving strong evidence in favour of a random polymerisation process of l ignin in
vi t 'o.

The general complexity of the chemical structure of l ignin in terms of intermonomeric
linkages can be explained by the random reactions of the phenoxy radicals produced by
peroxidase oxidation of the three phenylpropane monomers. The four main mesonteric
forms of the coniferyl alcohol radical are shown irr Fig. 4.2. The l6 possible types of
intermonomeric l ir-rkages formed by coupling of such radicals are shown in Table 4.3.
The probabil ity of formation of these different l inkages depends on steric, solvation,
and electronic effects which have been discussed by Sarkanen (1971). Tanahashi et al.

Vani l l ic
(v)

Van i l l i n
(v)

Coniferyl

Ferulic
(FE)
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R
o _ 4

FIG. 4.2.  Main mesomer ic
alcohol .

R
5

forms of phenoxy radicals

H O C H ?

I
C H
il
C H

2\
i l tl

ù  o c H 3

o

R '  R t

produced by peroxidative oxidation of coniferyl

H O  C H

l ' a
. c H  I

t l
c H l
i l l

)
l t l l

t i  ocH3

o

H O  c H 2

I
C H
l l
c H €
I

/-\
i l t\ ./)\
Y 

-ocH3

a o

H O C H ,

I
C H
il
cH <--->

à\
l l l

o 
\'^ocn,

o

TABLE 4.3. Possible intermonomeric l inkages formed by free radical  coupl ing of the four main
coniferyl  alcohol radicals.

Radical
type" R*-o RrRsRn

R*-o
R|r
R .
R r

4-O-O-4'�r
p-o-4'
5-O-4'�
l-o-4'

4-o-Ê'
p-p'
s-p'
l-0'

4-O-s'�
p-s'
5-5'�
I -5'�

4-O-1'�
p-r '
5-  l '
l - l '

"  See Fig. 4.2.
à Unstable: pcror ide.

TABLE 4.4. Relat ive frequency of sonre proni inent intermonomeric l inkages, per 100 mono-
meric Co-C. unit ,  in typical  conifer l ignins.

Linkagc
type

Freudenberg Adler
(  1 9 6 4 )  ( t 9 7 7 )

Sakakibara
(  I  980)

Glasser and Glasser
( l e 8 l )

Ê-o-4'
a-Q1'
p-s'
9-r '
-5-5'�
4--O-,_s'�
B-p'

48
6-8
9  - 1 2
7

9 . 5  l l
3.4-4

55

l 6
9
9

)

43 I
l t  t
l 4
l l
2 l
7

t 4

3 5
20
l 5
0

l 5
-5

l 0

(1976) and Classer (1980). The relart ive frequencies of the most prominent inter-
monomeric l inkages found in typical conifer l ignin according to Freudenberg. Adler,
Sakakibara and Glasser are col lected in Table 4.4. The corresponding molecular
structures ure shown in Fig. 4.3. Several discrepancies can be observed in Table 4.4;
these may be more a consequence of the use of different analyt ical methods and of the
l imitatior-rs in quzrnti tat ive techniques than in formation of l ignin through a non-random
polyrnerisation process.
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o l  o
cH,  cH ,
. l '  " , 1 '

G)-cH---lcHv l l
t l

t \o "

n ô @ ô x

FIG. 4.3. Ger.reral scheme of pror.ninent molecular structure in softwood li-enin: relative frequencies oi B-O -

4'. a O .l '" Ê 5'. P l ' . 5-5'. 4-O 5' and B-B' l inkages showrr in Table 4.4 are indicated by number I to 5. R, a-
ethc'r unit l inked to non-lignin con-lponents (polysaccharide. phenolic acids).

B.  B iochemica l  Var ia t ions  in  the  Genera l  Scheme o f  L ign in

Biochemical variations, mainly due to differences in plant species, stage of development
and cytological origin, could change the monomeric composition, alter the nature and
the proportions o[ the intermonomeric bonds and thus modify the general molecular
scheme of the 'prototype of l ignin, namely spruce lignin' (Freudenber-s, 1968).

TABLE 4.5. Frequency of, prorninent intennonomeric linkâges, per 100 monomeric Cu-C, unit.
in spruce (Pic 'eu uhies) and birch (Betula rerrucosa) wood l ignins.

L inkage p-o -4 'u -o -4 'F -5 '  p - l '  5 -5 ' 4-O-5" 0-p'�

cHroH

Spruce
Birch

48 6-8 9-12 7
60"  6-8 6 7

9.5- l  l
4 .5

3.5-4 2
6 .5  3

Data  t }om Ad le r  (1977 ) .
"  Tota l  corrcsponding to about  f  -5 guaiacyl  an<j  -15 syr ingyl  uni ts .

Table 4.5 shows the characterist ic differences between typical gymnosperrn (spruce).

and angiosperm (birch) l ignin according to Adler (1917). Clear differences in the
freqtrency of 5-5' and in 4-O-5' l inkages are shown. They can be explained by the
addi t ional  methoxyl  group found at  czrrbon 5 of  syr ingy l  monomers (F ig.  4 .1) .  In
gLraiacyl l ignin of conifers, there are zrbout 20-25% of very stable carbon-carbon
l inkages at  C-5 of  the guaiacy l  un i t ;  th is  va lue is  on ly  about  l0% in the case of  the
syringyl-guaiacyl l ignin of angiospenl. This difference has been related by Glasser and
Kel ley (1987)  to  the longer  pulp ing t ime of  coni fer  woods compared to  that  o f
angiosperm woods,
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Furthermore. large quantitative differences in the B-O-4' l inkzrge content can be
observed in Table 4.5. Such differences may be related to the additional methoryl groLlp
present in syringyl monomers. They can be also explained by the structural variations in
dehydro-polymers of coniferyl alcohol reported by Lai and Sarkanen (1915). These
differences confirm the necessary adaptabil ity of the -general structural scheme of conifer
l ignin. During in vitro polymerisation experiments of coniferyl alcohol by peroxidase
and hydrogen peroxide. these authors have reported a relative increase in the pro-
portion of p-O*4' l inked dirners to p-P' and p-5' dimers when the substrate was added'dropwise'. over a long period of t ime, instead of very rapidly in one portion, 'at once'.
These two processes. first described by Freudenberg and coworkers as 'Zutropf: a114'Zulau./-verJLrltren'. have been extensively discussed by Sarkanen and Ludwi_e (l97lc).
These authors suggest that in the 'dropwise' procedure, the couplin-e of monomer
radicals gives a polymer, via mainly P*O4' l inka-qes, by successive coupling of the
monomer to progressively formed oligolignol radicals producing an 'end-wise', l ipear
type polymer. [n the case of the'at once'procedure. the formation of dimers. via n-rainly
4*o-5' and 5-5' l inkages. would produce 'bulk'. branched type polymers.

According to these data. it seems that l ignification of plant cell walls and the
corresponding l ignin structural scheme could vary in relation to the rate of supply of the
monomer, even in the ideal case of homopolymerisation of coniferyl alcohol in spruce
wood. Model experiments reported by Tanahashi and Higuchi (1981) of in vitro
polymerisation in a dialysis tube. involving diffusion of smaller oligolignols across the
cellulose membrane, strongly corroborate this hypothesis. In the case of heteropolymers'such 

as syringyl-guaiacyl (S-G) l ignins in harclwoods, or syrin-eyl-guaiacyl-hydroxy-
phenyl (S-G-H) l ignins in monocotyledons. it is thus very l ikely that differences in
stabil ity and reactivity of the radicals corresponding to the various monomers (Fig.  . I )
should affect the general molecular structure of l ignins even more. In the case of in t, itro
dehydrogenation polymers, such variartions in molecular structure. as evidenced by
combination of independent physical and chemical rnethods (Faix and Schweers. 1975:
Faix and Besold, 1978), have been related to differences in'monomeric compositiol.

The lir uit 'o formation of syringyl l ignin now appears irs only a particular case of such
variation. Chernical evidence for the occurrence of syringyl l ignin in angiosp€rrnSi wâS
first obtained by Yar-nasaki ct al.(1978a). who separated a syringyl-rich l ignin fraction,
containing nlore than 857o syringyl units. from three angiosperm woods. Furthermore,
the irr l i tro fbrrnation of syringyl dehirdropolyrners which had been questioned by
Freudenberg's group. has been established by the former authors (Yamasaki et al.,
1978b).  These resul ts indicated thtr t  s inapyl  a lcohol  could polymerise to a syr ingyl
l isnin. very l ikely enriched in p-O-4' l inkages. and that angiosperm lignins were not
r-rnifornrly copolymerised statistical syrin-eyl-gLraiacyl polymers. The systematic isola-
tion of l ignin fructions with dil lèrent rnonomeric compositions from several poplar
woods (Lapierre. 1986). from six different types of angiosperm woods (Toll ier et al.,
1986) ettrcl f ionr marize stems (Queral and Monties. unpublished) is in complete
aqreernent with this hypothesis. confir 'ming the general molecular heterogeneity of
l r - rg iosperm l ignins (Higuchi .  1985; Mont ies,  1985).

Similar. :tncl very l ikely even lurger. variations in the general structural scheme are to
be expected fbr l ignificertion of different species. organs, t issues and even cell f iactions.
Large variations itr monotneric cornpositions have been reported between species, for
exirnrple by Shimada et al. (1973) who classified a number of terrestrial vascular plants
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fbrrnilg l ignin (two -eymnosperms, three angiosperms and one monocotyledon) into six

categories. Furthermore, gymnosperm lignin in an-eiosperms, angiosperm lignin in

gy*.-norp.rms and u prog.*sive evolution of the gymnosperm-type to the angiosperm-

iipe l ignin have beenrespectively reported by Kutsuki and Higuchi (1978) in the legume

Er,.t,t lujina t.rista-gall i. Shio and Higuchi (1981) in the vessel-less angiosperm genus

Sirt.unclra, and Shio and Higuchi (1978) in seven species of Podocarpaceae. These

varriations suggest a progressive evolution of lignin from a guaiacyl to a syringyl type'

eualitativ. àif.r.n.es in l ignification between organs and tissues in the same plant

have also been reported, mainly using cytochemical methods but frequently without

chemical confirmaiion. This is the case for wood, bark. leaves and root in trees reported

by Bland (1966) and Srivastava (1966). This is also the case for stem and leaves in

herbaceous angiosperms reported by Stafford (1964) and Wardrop (1981). confirming

that lignins of inodified chemical structure do occur in certain cases in different organs

of the same Plant.
Stuclies on the distribution of l ignin in different morphological cells and cell wall

fl.nctions have also confirmed the lack of uniformity in lignification' Through extensive

use of microscopic techniques to examine in situ l ignin in thin sections of woods, Goring

and his coworkers demonstrated that in angiosperm wood, the guaiacyl to syringyl ratio

of lignin varied in the different morphological regions investigated. The secondary wall

of the fibre was richer in syringyl units, while the secondary lvall of the vessel consisted

mostly of gr.raiacyl residues. Differences in composition of the lignin in the middle

lamella were also observed in relation to the types of contiguous cells: fibreifibre, fibre/

vessel. f ibre/ray and ray/ray. Discrepancies in contents and monomeric composition

were found when different rytochemical techniques were used, suggesting that physical

separation of various types of t issues would resolve these diff iculties (Saka and Goring,

f qggl. Such fractionation has been done recently by Hardell et al- (1980a'b) in the case

of birch woocl and by whiting et al. (1981), Westermark (1985a,b) and Sorvari et al.

( 1986) i '  the .r,r. of spruce. The results obtained in the case of birch wood were in

excellent qualitative agreement with those of Goring and coworkers' Fractions of

spruce tissue from secondary wall and middle lamella, isolated by Whiting' were

compared by a pyrolytic method (Whiting and Goring, 1982a), indicating a low relative

conte't of guaiacyl 
-monomers 

for the middle lamella. Assuming that spruce lignin

contains only hydroxyphenyl (H in Fig. 4.1) and guaiacyl residues, then 43% of the

rnid6le la'relln l ignin would consist in H units. This conclusion has been questioned by

Westermark ( l9g-5a.b) who reported a negligible content of H units in her spruce middle

lamella sample and who suggested contamination of Whiting's fraction by cornpression

wood which is well known for its high conrent in H units (Erickson et al-,1973a). Larger

contents of hyclroxyphenyl- or other methoxyl-deficient units were however suggested

by Sorvar i er ctl. ( l 9'g^6) foi isolated middle lamella than for the corresponding secondary

*alt l ignin of spruce. Even if few or no differences in monomeric units can be detected

between middle lamella and secondary wall l ignins. a clear difference in reactivity has

been recognised by these three authors. for. on the one hand, these two types of

hyclroxypùenyl l ignins and. on the other hand. the whole wood guaiacyl-type l ignin'

Furtherrnore. the large differences in relative reactivity of middle larnella and secondary

wall l ignin of sprtce wood observed by whiting and Goring (1982a,b) with certail

pulping reagents (Clr. ClO, and NaHSO.) has shown inherent chemical structural

clifferences for these two types of l ignin. Confirming the extent of the biochemical
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variations of the general gr"raiacyl scheme of gymnosperm lignin. Whiting and Goring
(1982c) harve suggested that two lignin precursors, p-coLrmaryl alcohol and coniferyl
alcohol (Table 4.2) must be present during the biosynthesis of the middle lamella in
sprlrce tracheids. This hypothesis has been very clearly confirmed by Terashima and
coworkers. [n a recent review of their extensive studies carried out by selective labell ing
of irt t ' i t 'o l ignin with trit ium labelled H-. G- and S-alcohol glycosides, Terashima anà
Fukushima (1988a.b) have concluded that l ignin, in angiosperms as in gymnosperms,
maltLlres under changing biochemical conditions to a macromolecule which is hetero-
geneous in structttre as a function of its rnorphological location. l:H units are mainly
incorporated in the middle lamella of angiosperms and gymnosperms, 2:S units are
incorporated mostly in the secondary wall of f ibres of typical an_qiosperms and 3:G
units are incorporated in both types of plants from early to late stage of cell wall
differentiation in both vessels and fibres or tracheids.

Biochemical variations in the general structural scheme of l ignin reported recently
have been observed in normal. healthy plants grown under standard conditions.
Variations in l ignin chernical properties and monomeric composition have been repea-
tedly reported under non-standard conditions of development, for example in the èase
of in vitro culture (Stafford. 1964: Wolter et al., 1974: Nimz et al., l9:.5: Grand et al.,
1979; Mol lard and Robert ,  1984: Fukuda, 1983; Hoffman et  a l . ,  1985),  in the case of
diseased plants (Asetda et al., 1975: Kimmins and Wuddah, 1977: Vance et al., 1980;
Fr iend, l98l ;  Maule and Ride, 1983; Uchiyama et al . ,  l9g3; Hammerschmidt,  l9g4;
Doster and Bostock. 1988). Variations have also been reported for plants under
particlrlar growth conditions such as: l ignin differentiation in hardwood xylem and in
grasses (Eom et ol., 1987; Higuchi et al., 1967), formation of compression wood
(Morohoshi and Sakakibara, l97l; Erickson et al., 1973a; Yasuda and Sakakibara,
1916). mechanicit l stress (J:regher et al., 1985). anomalous mineral and water metab-
olism (wzrrdrop, 1976: Graham. 1976, 1983; Dugger, l9g4; Brown et al., l9g4),
vitrif ication (Downes and Turney. 1986; Kevers eï al.. 1987), genetic variation and
mutat ion (Kuc and Nelson, 1964: Buchol tz et  u\ . ,1980; Sharma et  at . ,  1986: Gaudi l lere
tlnd Monties, 1988) and possibly also during post-harvest transformations (Sealy, 1982;
Stanley and Agui lera.  1985; Smith et  a1. ,1987).  In these anomalouscases, var iat io4sin
li-snification hzrve been frequently reported without structnral characterisation of the
lignins or of the l ignin-l ike compounds. Considering the variations already reported for
l ignins from angiosperm secondary walls and from gymnosperm middle lamella, one
can also expect letrge structLlral variations in these anomalous l ignins. Very recently.
the occurrence of  a in addi t ional  S-hydroxyguaiacyl  (HG, Fig.  4. l )  monomeric uni t
incorporated in the l ignin of a mutant of maize (Zea ntu.r,s L.) has been reported.
strengthening the concept of qualitative variabil ity of l ignins and possibil i t ies of genetic
manipulat ion of  l igni f icat ion (Lapierre er ul . ,  1988).

C.  Occur rence and Ro le  o f  L ign ins

Frer,rdenberg ( 1955) has clearly stressed the main morphological roles of l ignin: 'by
permeation of polysaccharidic walls and fi l l ing up of the intercellular woods, l ignin
makes them more mechanically-resistant'" By compzrring the mechanical properties of
normatl woods. beech and poplar. etnd of the corresponding chemically delignified
woods. 'holocellulose'. Klauditz ( 1952) clearly i l lustrated the strengthening functions of
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lignins. Furthermore. considering the lower mechanical propert ies of wood and,
par t icu lar ly .  o f  ho locel lu lose in  the wet  s tate.  th is  author  has a lso pointed out  the water-

repellency of l ignif ication. Such an effect can be related to the waterproofing of vessels

which also appeerrs to have been a main function of l ignin dLrring plant evolution.

Raven (l9l l)  has suggested that l ignif ied t issue did not have a maior mechanical role in

the vascular plants unti l  the Lower Devonian and that a rnore important structural role

for l ignif ied t issue was found from the Middle Devonian. in the proangiosperms. Raven
hypothesises that vegetative advzrnces in the latter Devonian period were due to

evolution of xylem in plants through the use of l ignitred t issues for mechanical support
in combination with the occurrence of primary waterproof vascular t issue. The absence

of l ignin lrom vessel- less plants such as 'giant '  mosses (Pol.t ' f f icl tales sp.) (Miksche and
Yasuda. 1978) and algae (Fuas sp.) (Ragan, 1984), as well as the redr.rct ion in

l ignif ication in the aquatic Lemnaceae (McClure. 1970), and the weak l i-snin content in
the aquat ic  monocot  Elodea (Chen et  o1. ,1980) ,  corroborate Raven's  theory.  These data
stron_ely underl ine the importance of the hydrophobic function of l ignins. Other
functions have been sr"rggested such as a role as waste materiarl  or a protection against
predar tors ,  pathogens and u l t rav io le t  l ight  (Kratz l .  1958,  Neish.  1968;  Vance et  a l . .  1980:

Lowry et  a l . ,  1980) .
Both the abil i ty to hydrophobise and to strengthen the other cel l  wall  polymers

appear to be essential roles for l ignin in terrestr ial plants. Furthermore. a progressive

chzrnge in the quali tat ive nature of l ignin. i .e. from the H-G l ignins of conducting vessels

to the S-G l ignins of support ing f ibres. may have occurred during evolution. Recent

comparisons by Logan and Thomas ( 1985) of the monomeric composit ion of l ignins in

the plant kingdom have shown thzrt the syrir-rgyl monomer is more widespread in plants

thzrn previously thought and that i t  may be associated with the evolution of f ibres and of

their rnechanical function.
The old incrustation theory, according to which l ignin permeates the 'cel lulosic

membrzrnes' and f i l ls up the 'voids of the plar-rt walls' ,  f i ts in well  with the above ideas.

According to sr-rch views l ignin should be in chernical combination with polysaccharides
(Freudenberg. 1968) and other cel l  wall  components. Strong evidence o[this has been

obterined during the last decade. Thus l ignin celn occur l inked to hernicel lulpsic sugars

such irs xylose. arabinose, mannose and glucose (Eriksson et al.,  1980; Dais et al..  l98l:

Minor .  1982;  Watanabe et  a \ . .1986;  Takahashi  and Koshi j ima,  1988) .  to  ce l lu lose (Bach

Tuyet et al.,  1985) io pectic substances (Das ct ul..  I98l ;  Meshitsuka e/ al.,  1982, Tanabe

arnc l  Kobayashi ,  1988)  or  to  phenol ic  ac ids by ether  or  ester  l inkages (Whi tmore.  1916,

Higt rch i .  1980;  Mont ies and Lerp ierre.  l98 l ;  Atsushi  cr  o l . ,  1984:  Scalber t  e t  u l . .  1985.

Azuma er  u l . .  1985a.  Tai  er  u l . .  1987;  Kato et  u l . .  1987) .  Fur thern ' rore.  associat ions

between l ignins and other cel l  wall  polymers such as glycoproteins (Whitrnore, 1982; Dil l

c t  o l . .  1984;  Eom el  a / . .  1987)  and tannins are poss ib le  (Haslam and L i l ley,  1985:

Staf lbrd,  1988;  Jouin et  u l . .  1989) .  Tannins can contr ibute to  the s t rengthening of  the

cell  wall ,  during heartwood formation. by so-called 'secondary l ignif ict i t ion' (Hergert,

1917.  Jouin et  u l . ,  1989)  but  they are not  essent ia t l  compol tents  of  the p lant  ce l l  wal l

(Freudenberg.  1955) .  L ign ins.  however .  e l re  (Rober ts  et  (11. .1985)  and the chemicalcross-

l inking and physical 'entanglement of these tnrtcrot-uolecules are characterist ic not only

of  the secondary.  i .e .  l ign i f ied,  but  a lso of  the pr imary p lant  ce l l  wal l  (Nor thcote.  l97 l :

Larnpor t  and Epste in.  1963;  Fry,  1986) .  The essent ia l  ro le  of  l ign in thus lppet t rs  to

prov ide zr  'c ross- l inked hydrophi l ic  ce l l  wal l  composi te '  (Mont ies.  1990b) .  Accord ingly .

l ignif icatiorr involves a progressive displacel 'nent of water with replacement of trLES  POLYMERES  VEGETAUX  Vol. 2 - part 1

304/529



4. LrcNrNS t23

reversible hydrogen-bonded structure by a more closed cross-linked cage (Northcote.
1972). This general role may result from the self-or-eanisation capacities of l ignin when
the plant cell wall is considered from the point of view of the infbrmation theory (Atlan,
l9 l4:  Bemier.  1986) as discussed elsewhere (Mont ies.  1989. l990a.b).

D.  Macromolecu la r  S t ruc ture  o f  L ign in

Lignin macromoleculnr structure is of paramolurt technological interest, both as
regards topochemical effècts during pulping (Goring. 1971, Favis zrnd Goring. l98a)
and the generation of mechanical growth stress in trees (Boyd, 1972; Bamber. 1987).
Macromolecular properties of l ignins have remained lar,eely hypothetical unti l now.
Evidence for the original three-dimensional random polymer (Goring. 197l) has been
questioned and. very recently, a modified scheme has been proposed in which l ignin in
wood comprises several types of network which differ from each other both ultrastruc-
turally and chemically (Goring, 1989). Similarly. its solubii isation behaviour is poorly
understood. A rnechanism for formation of stable chains ioined by cleavable cross-links
has been descr ibed (Yan. l98l ;  Berry and Bolker.  1984; Yan and Johnson. 1980) in
which there is a certain regr.rlarity in the distribution clf weitk and strong bonds in l ignin.
Earlier Freudenberg (1968) reported the occurrence in spruce li-enin. of 'more resistant
clusters of, on an average. 14 mononleric units glued by about I to 9 weak bonds
randomly distributed among 100 units'. Whatever the macromolecular details. the
complete insolubil ity of in sitr l ignin, 'protolignin', in organic solvents and the solubil ity
(or the abil ity to swell) of the corresponding isolated l ignin (Schuerch, 1952) provide
conclusive evidence of a cross-linked structure which is the main characteristic of
l ignins.

Occtrrrence of 'soluble l ignins', designated as 'native' or 'Brauns's' l ignins, isolated by
957o ethanol extraction of f inely ground material has been reviewed (Brauns. 1952: Lai
and Sarkanen, l97l)" According to the theory of network formzrtion (Flory, 1975' Yan
and Johnson. 1980). 'soluble l ignin' could be related to the soluble fraction resulting
from a gelation process and thus may have a ' l ignin trature', according to Lai and
Sarkanen (1971). Soluble l ignin has to be thoroughly separated fiom lignansi see
Freudenberg and Knof (1957).  Sakakibara et  a l .  (1987) and Ozzrwa and Sasaya (1987).
As with l ignins. l ignans comprise a family of, plant products formed, in principle. by
dehydrogenat ive polymerisat ion of  s imple phenylpropi ine uni ts (Erdtman, 1955; Gott-
l ieb.  1972; MacRae and Towers,  1984).  Their  structures are reminiscent of  the structural
scheme of l ignin dirners (Freudenberg and Weinges. l96l) and oli-eomers (MacCreadie
et ol . .  1969).  With only rare except ions (Miki  et  u l . ,  1980).  l ignans can be character ised
by an optical activity which has never been demonstrated. unti l now. in isolated l ignin
fractions. The inrportance of l ign:rns in the field of l ignin chemistry stems from the fact
that they can be very earsily confused with l ignin degradation products during analysis
tnd that they accumulate in heartwoods during the so-called 'secondary l ignification'
process (Hergert .  1917: Sakakibara et  t t l . ,  1987).

I I I .  D E T E R M I N A T I O N  O F  L I G N I N S

In view of the cornplexity and structural verriat ions in l ignins. i t  is not surprising that no
single method has been tor-rnd satisfactory for l ignin determination. Thus a combinationLES  POLYMERES  VEGETAUX  Vol. 2 - part 1
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of indepenclent rnethods provides the safèst way for evii luating l ignin content. Results
must be then interpreted within the l imitations of each analytical procedure; most of
these limitations harve been thoroughly discussed (Browning, 1952. 1957, Lai and
Sarkarnen.  l97 l ) .

The most commonly used methods for l ignin determination are based on acid
treatments, leaving an insoluble residue. weighed as 'acid-insoluble l ignin' in combi-
nation with UV spectroscopic determination of either the corresponding 'acid-soluble

lignin' or the 'total l ignin'. after complete solubil isation of the sample.

A .  A c i d - i n s o l u b l e  a n d  A c i d - s o l u b l e  L i g n i n

The comn-ron Klason type procedure in which lignin is precipitated after sulphuric acid
treatment (Tappi standard) has been throroughly discussed by Browning (1967) and has
been adapted for both woody and herbaceous plants (Effiand, 1977: Bagby et al., l97l),

The procedure for woods calls for extraction of ground air-dried wood previously
extracted in a Soxhlet with ethanol-benzene. ethanol and water. For safety, toluene or
ircetone can replace benzene. One ml of 72wtoÂ H2SO4 is added to each l00mg of
sample (abor.rt 200-300 mg sample size). The Micro-Klason technique is the same except
thatt a sample as small as I mg can be analysed after adaptation of the reagent and the
Soxhlet apparatus (Whiting et al., l98l). After frequent stirring for exactly I h, to
enslrre dissolution at 30"'C. the mixture is diluted using 25 ml of water for each I ml of
acid. According to Browning (1967) a longer time (2 to 3 h) at a lower temperature (20'
to 25"C) is equally satisfactory. A second hydrolysis is carried out in an autoclave
(120'C, I h) or under reflux (4h) Insoluble l ignin is recovered by fi l tration on a glass
cmcible, with an asbestos fi l ter, washing and drying to constant weight and weighing.
Klason lignin is usually contaminzrted with appreciable quantit ies of proteins and sugar
and the structure of these contaminants has been recently studied (Dil l el al., 1984:
Mir tstrmoto et  a l . ,  1984a).

In the case of herbs, corrections for the content of ash and of co-condensed proteins
ilre necessary. Furthermore, a mild acid pre-hydrolysis procedure has been suggested
tor reducing co-condensation with humin-like degradation products of polyçaccharide
(Moon and Abou-Raya, 1952, Sull ivan, 1959). In place of asbestos, the use of ceramic
fibres has also been suggested as a fi l ter aid (MacQueen, 1986). Application of the
Klnson procedure after mild acid pre-hydrolysis (4 h. reflux, 5o/o H'SO4) provides a
determinertion of the 'acid-insoluble l ignin' content. which is systematically lower than
the 'Klason l ignin '  content (Mont ies,  1984).  As acid hydrolysis does not al low
quantitative precipitntion of l ignin. er fraction of 'acid-soluble l ignin' can be lost during
pre-hydrolysis in the 'acid-insoluble' procedure or during the post-hydrolysis in the
standard 'Klason' method. Alkaline pre-treatments. which have been suggested for
removing tzrnnins in the case of woods (Browning, 1967), suffer from the same
limitation. Furthermore, possible changes in l ignin solubil ity according to tree species
and sta,ee of maturity (sapwood to heartwood transition) may affect the accuracy of
t l rese procedures (Garland et  u l . .  1986).

Qr-rantitative determination of acid- and of alkali-soluble l ignins has been attempted
by ul t raviolet  (UV) spectroscopy at  both 205 and more usual ly at  280 nm (Bobier et  u l . ,
l98l ;  Wegener c/  a i . .  1983) direct ly on the c lear solut ion recovered af ter  Klz ison l ignin
isol t r t ion (Marraccini  and Kleinert ,  1959; Bland and Menshun, 1971),  or  af ter  chromato-
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graphic purif ication on cation exchange resin (McKenzie et al.. 1955) or after steam
disti l lation (Sawai et al., 1984). Such procedures involve several possible sources of
error: formation of UV-absorbing humic-like components during hydrolysis; incom-
plete precipitation and variations in the degree of condensation as a function of the
erperimental conditions and of the structure of the l ignins; and uncertainties in the
determinartion of the absorption coefficient of the soluble fraction.

Empiriczrl procedures, adapted to overcome these drawbacks in special cases, must be
extrapolated with caution. Differences in monomeric composition among alkali-soluble.
acid-soluble and corresponding in situ wood lignins have been reported (Bland and
Menshun. 1910. Mr-rsha and Goring. 197q. Furthermore, variations in the chemical
structure of sulphuric acid l ignins have been clearly related to substitution patterns of
lronomers and to their reactivity (Yasuda e/ n/., 1980; Yasuda and Terashima. 1982;
Leary et el., 1986a; Yasuda and Ota, 1987). Since these molecular features may change
solubil ity and spectroscopic properties of the soluble l ignin fractions, unambiguous
characterisation of zrcid- and of alkali-soluble l ignin is not possible. In conclusion, total
l ignin deterrnination seems dil lcult without the use of summative analysis (Smeltorius
attd Steward, 1974) and a consideration of the particular molecular structures that are
present.

B .  Spec t roscop ic  Methods

Nttnterous spectroscopic methods have been adapted for total lignin determinations
either in the l iquid state, after l ignin solubil isation or in the solid state, with or without
dispersion on a solid support. The main advantages put forward are greater sensitivity,
the totality of an analysis achieved on the whole sample and reproducibil i ty. The main
linrit ing làctor is the precision in the determination of the absorbance coefficient.

The inherent problem with l iquid-state spectroscopic methods is solubil ity. Johnson
ct ul . (1961) have achieved the dissolut ion of  l ignin f rom dry and extract ive-free woods
by acetylation with acetyl brornide in acetic ercid, as previously described by Karrer and
Bodding-Wiger (1923). The procedure has been adapted to forage plants by Morrisson
(1972\. In briet-. the method consists of treating a dry, extractive-free and powdered
sample (10-50mg) in a loosely-stoppered glass v ia l  wi th the acetyl  bromide reagent
(25 vol o/u of commercial acetyl bromide in arcetic acid, l0 ml) at 70"C for 30 rnin. After
coolins. dilution in acetate buffer and decomposition of polybromide ion by addition of
hydroxylamine hydrochloride. the absorbance is measured at 280 nm after dilution with
acetic acid (50 to 250 ml). Calibrartions of this determination with the Klason lignin
procedure have shown very strong linear correlait ions. Calibration against vanil l in has
bc'err recotnmended in order to facil i tate interlaboratory comparisons (Bagby et al.,
1973) but other stable s imple phenol ic substrates.  such as ferul ic acid,  can be used.
Absoltrte detertninations have been attempted by determination of the absorption
coefhcient. Variations in the shape of the absorption spectra have been observed.
however,  i r - r  the case of  woods (Kawamura ernd Shinoda. 1975).  of  tbrages (Robertson,
et ul.. 1979) and pr.rlps (Marton. 1961). Ethanol hars been used to obtain sharper bands
and more pronounced inf lect ions (Bagby et  u\ . ,1973),  i l lLrstrat ing the potent ia l  l imi ts of
the method tbr absolute determinations. lmprovements in the accuracy and repro-
dtrcibil i ty of the acetyl bromide method have been obtained by controll ing the presence
of wtrter. the tieshness of the reagent and the time of analysis (Van Zyl, 1978). This
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procedure has been recently modified by l iyama and Wallis (1988) who su-egested the
addition of small quantit ies of perchloric acid (200 pl for 5 ml of standard reagent) to
facil i tate both dissolution of the material and the use of coarser samples. and the use of
sodium hydroxide to avoid the hydroxylamine treatment. Exhaustive solubil isation of
l ignin tiom lignocellulosic products is also possible in triethylene glycol containing 0.2-
0.4vol  o/o of  HCI af ter  heat ing tor  l -4h at  120-140'C (Grondal  andZenczak, 1950).
This procedure has been used by Edwards (1973) as a simple and safe alternative to the
Klason procedure for the indirect gravimetric determinaticln of l i-snin. Quantitative
determinzrtion of a l ignin sample prepared in this manner is. however. also possible by
UV spectrophotometric measurement of l i-enin absorbance of the triethylene glycol
solution recovered after f i l tration and removal of the l ignin-free cellulosic residue.
Linear correlation between lignin contents and absorbances have been observed, in the
case of woods and straws, which compare favourably with the range and precision of
the acetyl bromide procedure. Simplicity is the main advantage of this new method
(8.  Mont ies.  unpubl ished).

Quantitative analysis of l i-enin in the solid state has been limited mainly to the use of
infrared (IR) measurements. Resolution enhancement methods by Fourier transform
(FT-fR), development of powerlul software for storage and for manipulation of data
have been the rnajor advance of the last decade. Until now, however, the use of FT-IR
hzrs been lirnited. Transmission and reflexion procedures have been developed for l ignin
estimation in unbleached pulp and for l ignosulphonate estimation in aqueous solutions
(Faix et al., 1987; Berben et al., 1987). Using a circular cell for attenuated total
reflectance measurement in aqueous solution, Faix has reported a l inear relationship
between absorbance at  l487cm- I  and l igrr in content.  In the range 0.5 to l0%, the data
were ir.r good agreement with Klason determinations. Diffuse reflectance has also been
successfully used. by these authors, for measurement of residual l ignin in hardwood and
softwood pulp in the range of I to 20o/o: the air-dried powder is placed in the solid
sample at tachment and the area of  the l5 l0cm-1 peak is measured af ter  base l ine
correction against pure cotton cellulose as relerence.

Solid state carbon-13 NMR spectroscopy has been used for l ignin determination in
woods. wi th standard deviat ions in the range of  2o/o (Leary et  a l . , l986a).  This is based
on the signals occurring between l4l and l59ppm which have been assi-qned to the two
oxygen-linked aromatic carbons (C-3. C-4) of guaiacyl units and (C-3. C-5) of syringyl
tunits. This procedure had been develclped by Hemin_qson and Newman (1985) who
clerimed the non-destructive advantage of the method over the Klzrson procedr:re and
the abi l i ty  of  control l ing sample pur i ty.

C.  Spec ia l  Procedures

Numerous other n-rethods of l ignin determination have been developed, niainly for
biological samples. Most are modifications of standzrrd determinations by spectroscopic
or insolubil isation procedures and suffer the l imitations discussed above; only the most
frequently used are briefly discussed here.

Detergent methods for totzrl l ignin determination in forages, grasses and fibres have
become popular because of the apparent simplicity of these variations of the Klason
procedure with pre-treatments for removal of l ipids, phenolics, proteins and hemi-
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cellulose. Extraction with acid detergent (acid detergent f ibre method: ADF) has been
developed by Van Soest (1963) and standardised according to the Associarion of
Official Agricultural Chemists (AOAC) (Horwitz. 1980). The influence of the extraction
conditions. the time zrnd temperature of reactions hzrve been discussed (Christian, lgll:
Sotrthgate et al., 1978). The gravimetric triethylene glycol procedure has been also
compared with two modifications of Van Soest's procedure, indicating that l ignin is
more precisely determined by Christian's detergent method (Mcleod and Minson.
r914).

Thioglycolic acid determin:rtion of l ignin has been relzrtively frequently used. since the
formation of l ignothioglycolic acid (LTGA) was reported as a criterion of 'genuine

lignin' by Freudenber-e (1968). LTGA were furthermore not suspected of extensive
contamination by biopolymers such as proteins in herbs. In brief. the LTGA procedure
requ i res tha t500m-eof  d rypowderedsarnp lebet rea tede i therw i th  l5 rn l  o f  anhydrous
t h i o g l y c o l i c a c i d , c o n t a i n i n g 0 . 9 m I  o f  B F . . f o r 3 d a y s o f  2 5 ' C . o r w i t h  l 5 m l  o f  a  l : 1 0
mixture of thioglycolic acid and 2 N HCl, for 4 h at 100'C. After washing with water.
l ignothioglycolic acid can be extracted from the insoh.rble residue either in 0.5 N NaOH
(Venverloo, 1969; Whitmore, 1978) or in dirnethyl fomramide (Kimmins and Wuddah.
l91l) in the case of spectroscopic estimzrtion by ionisation difference spectra (Gold-
schmidt. 1954: Aulin-Erdtman and Hegbom. 1957). After acidif ication. thioglycolic
l ignin has been recovered for chemical characterisation and. occasionally, for gravi-
metric determinartion (Brauns. 1952; Venverloo, 1969). Frequently used in pathogen-
induced lignification studies, the LTGA photometric procedure provides a more
accurate determination than the gravimetric variant which may suffer from protein
contamination (Whitmore, 1978). Finally, t l ie importance of material losses during the
formation and during tl ie precipitation of l ignothioglycolic acid reported by Venverloo
(1969) has never been qr"rantitatively evaluerted; such relatively large losses may result
from solvolytic degrerdation. with formation of soluble low-molecular weight oligolig-
nols.

Occersionally, l ignin has also been quantif ied after alkaline extraction at 70"C in 0.5 N
NaOH, for a few hours, in combination with ionisntion difference spectra analysis
(Stafford. 1960; Jeffs and Northcote. 1966; Ride. 1975); the rnain drawback is incom-
plete and selective extraction of l ignin alkali-soluble fractions. Qr"rantihcation of l ignin
has also been sporadically based on colorimetric rezrctions sensitive tbr special func-
tional groups such iis the reaction of phenolic aldehydes with acid phlorogltrcinol. and
that of  p-hydroxybenzyl  a lcohol  wi th chloro-p-quinoneimide (Gei-eer.  1985).  The rnain
drawback of such reactions is possible variations in chromophore content and type
(Hartley ancl Keene. 1984); in special cases sr,rch procedures compete favourably with
other avai lable procedures (Garcia and Latge. 1987).

IV .  CYTOCHEMICAL AND ULTRASTRUCTURAL CHARACTERISATION

In .ç ï tu  or  iso lated l ign ins have been character ised cytochemical ly  a f ter  in teract ions wi th
stains or afier chernicetl  reactior.r with colour reagents. and ultrastructural ly by r-r l tra-
r , io le t  arnd e lcct ron nr icroscopy.
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A.  Cytochemica l  Co lora t ion :  Dyes  and Reagents

Coloration with dyes such as toluidine blue. safranin, fast green and zinc chloride have
been tiequently used for l ignin localisation. Standard reaction procedures have been
reported (Feder and O'Brien. 1968; Fengel and Stoll, 1975; Locquin and Langeron,
1978). Dtre to variations in cell wall affinity (Marlow, l94l), these stains cannot be used
as trustworthy indicators.

Colour reactions given by various functional groups present in l ignin have been
extensively reviewed by Nord and De Stevens (1958) and by Wardrop (1971). Forma-
tion of a characteristic red colour with chlorine water-sodium sulphite (Cross and
Bevan rea-qent). chlorine water-ammonia (Vincent reagent) and permanganate-Hcl-
ammonia (Maule reagent) is specific for free syringyl units (Campbell and McGowan,
1939; Meshi tsuka and Nakano. 1979. l98l ;  I iyama and Pant,  1988).  From the model
studies of Adler et al. (1948), Geiger and Fuggerer (1979) and Hartley and Keene
( 1984). it has been shown that the formation of a red colour with phloroglucinol-HCl
(Wiesner rezrgent) is indicative not only of coniferaldehyde and cinnamic aldehydes, but
also of cinnamic alcohols and related benzaldehydes (Table 4.2). According to Geiger
(1985). the blue colour obtained with halogeno-quinone-chloroimide can be attributed,
not or-rly, to p-hydroxybenzyl alcohols (Gierer, 1954) but also to other phenolic
compounds. such as hydroxycinnamyl alcohols and acids (Table 4.2). The specificity of
stabilised diazonium salts suggested by Harris et al. (1982) for contrasting lignified cell
walls would appear questionable, according to Geiger's data (1985). Barskaya (1962),
Bland (1966) and lvanov (1988) have used colour reactions extensively for l ignin
determinations but these are unreliable unless they are followed up by microchemical
anerlysis.

Fluorescence microscopy has been used either directly, by autofluorescence determi-
trntion, or indirectly, in combinartion with reagents such as phloroglucinol-HCl, in
lluorescence quenching experiments for l ignin and cell wall phenol characterisation
(Biggs. 1984; Aist  and Israel"  1986; Eastmann et  a l . ,  1988).  Discrepancies between
authors have been related to differences in the sensitivity of the methods and to the
reliabil ity of the procedures. Fluorescence characterisation requires also care{ul evalu-
ation of the cell wall l inked non-lignin phenolics, such as phenolic acids, whose
lluorescence rrray appear relatively more intense than that of lignin and which cannot be
easily removed without chan_eing the l ignin itself.

B .  U l t ras t ruc tu ra l  M ic roscop ic  Loca l i sa t ion

Ultrastructural  data for  wood. in the range below 0.2pm (Cote,  l98l) ,  have been
sisnificantly extended during the last trvo decades by the use of electron microscopy.
Tritnsmission electron microscopy (TEM) hars revealed fine ultrastructural variations in
.l ignin skeletons' obtained after acid hydrolysis. The mechanisms of permanganate and
osnriunt f ixation have been compared in the case of l ignin and cell wall phenolics (Bland
(t ul.. l97l). It has been shown tl 'rat KMnOn is not a specific stain for l ignin, as has
bee rr generally assutned (Hoffrnarn and Parameswaran, 1976). The ethanolamine-silver
nitrate rea-qent (Coppick and Fowler rea,gent) has been used for l ignin TEM character-
isation. even though its functional specificity is low (Czaninski, 1979). Preliminary
extritction of cell wall with methylarnine has provided a better resolution of l ignin-
polysacchar ide interact ions (Czaninski  and Mont ies,  1982: Czaninski  et  a l . .  1987).LES  POLYMERES  VEGETAUX  Vol. 2 - part 1
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The distribr.rt ion of l ignin in the wood cell wall has been quantitatively studied. in
tri lnsverse sections or in fra-ements, by a variety of microscopic techniques. UV
uricroscopy has two important advantages over visible l ight microscopy: improvement
in resolution by a factor of about two and the presence of characteristic l ignin UV
bands at about 280 nm. Absorbance has been measured in two different ways: by
rnicrodensitometry of negatives from microphotography (Scott et al.. 1969) or micro-
photornetry by direct recording of the l ight intensity with a photomultiplier in the
tnicroscope (Lange. 1950). In brief, swollen and embedded samples, cut in ultrathin
sectiolts of abor-rt 0.2 pm, were examined in monochromatic l ight using quartz micro-
scope optics arrd weight concentrations in the wall were calculated according to
Litn'rbert's law. after calibration with isolated l ignin. This technique is discussed in detail
by Scott et al. (1969). by Boutelje and Jonsson. (1980) and by Fukazawa and Imagawa,
(1981). Uncertarinties about the absorbancy value and the lack of uniformity of the
lignin (Musha and Goring. 1975) constitute the major restrictions on this approach.

Recently. it has been shown that l ignin content in fragments of pulps can be analysed
directly by a combination of UV microscopy and interference microscopy (Boutelje and
Eriksson. 1984). but the results are no more reliable than the method described above.
In a crit ical assessment of interference microscopy for measuring l ignin distribution in
cell walls Donaldson (1985) has stressed the importance of specimen orientation and
variations in the refractive index of the isolated reference compound, particularly l ignin,
to the âccuracy of the technique. Interference microscopy has been adapted recently for
l i-enin concentration measurement in the S. layer of tracheids by making porosity
measurements of hydrolysed cell walls (Donaldson, 1987). Corrections for the possible
influence of non-lignin phenolics have not been considered however. with regards to
acid hydrolysis and content calculations. The effect of phenolic extractives on UV
tnicroscopy for l i-unin determinations must be stressed (Bauch et al.. l974,Imagawa and
Fukazawa. 1978).

Lignin distribution can be also studied by conventional electron microscopy in
combination with the EDXA system. The technique ir-rvolves selective substitution of
figrrin either by bromine (Saka et ul., 1978) or by mercury (Westermark et al., 1988)
tunder nr i ld condi t ions in organic solvents.  (

Init ial work ernploying brornination and sctrnning electron microscopy (SEM-
EDXA) was carried or-rt on bulk wood specimens under conditions of low spatial resol-
ution; back scattering, f luorescence and absorption complications have been remedied
by r-rs ine th in specimens (Saka and Thomas, 1982).  Transmission electron nr icroscopy
htrs also been combined with EDXA for studies on l ignin distribution in tracheids and
nrorphological fractions (secondary wall and middle lamella) of pine wood (Saka et al.,
1982) and birch wood (Saka and Goring, 1988). Procedures for brominating samples
artd nrodel  contpott t rds (2h at  28- 'C in solut ion of  0.25oÂ v/v bromine in chloroform)
and differences in reactivity have been dicussed (Saka et o1..1988). Comparison of data
obtainecl by UV microscopy and EDXA after bromination, has indicated that, in the
case of pine secondary wall (Sz). a correction factor has to be applied to EDXA results
to obtain good agreement wi th that  of  UV microscopy (Saka et  a l . .  1982).  The
var iabi l i ty  of  t l - re correct ion factor,  warranted by lower S-,  react iv i ty (Saka et  a\ . .1982),
has been qtrestioned by Westermark (1985b), who suggested that Saka's samples were
contanrinated with reaction wood. Recent studies of l ignin distribution by mercurisa-
t ion wi th SEM- and TEM-EDXA in spruce (Westermark et  a l . .  1988) and in birch
(Eriksson et al.. 1988) have strengthened this view. Furthermore. these authors haveLES  POLYMERES  VEGETAUX  Vol. 2 - part 1
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shorvn that. contrury to bromine *'hose reactivity depends on the molecular strttcture of

l ignin compounds (Saka et  a l . ,  1988).  mercury subst i tut ion occurs in a 1: l  rat io of

mercllry to monomeric Cn unit in both spruce and birch l ignin. As the procedure is

rather simple (reflux in a solution of mercuric acetate and acetic acid in methanol for a

few hours and warshing) and. as this method seems to be independent of strltctural

variations in the l ignin. the mercurisation SEM- andior TEM-EDXA procedure should

be the future method of choice for l ignin distribution studies.

V .  I S O L A T I O N  A N D  P U R I F I C A T I O N

Procedures for isolating l ignin fractions on the laboratory scale have been thoroughly
reviewed by Lai and Sarkanen (1971). Preparation and purif ication procedures on an

industrial scale such as steam explosion l ignin, organosolv l ignins and bioconversion
lignins hzrve been reported by Glasser et û1. (1983a,b). During the last two decades,
however, supercrit ical extraction (SCE) and organosolv pulping are the only two really

new techniques to have been applied.

A.  Supercr i t i ca l  and Organoso lv  L ign in  Ex t rac t ion

The changes in wood during extraction with methanol and acetone SCE reported by

Howard and McDonald (1981) have not been confirmed by Ritter and Campbell (1986)

so that high pressure extraction does not seem to alter the wood structure. Lignin

extraction has been described using SCE-methylarnine (Beer and Peter. 1986), SCE-

water (Bobleter and Binder, 1980) and SCE-dioxane (Calimli and Olcay, 1982).

Structural characterisation of l ignin has been reported only in the case of dioxane

extraction, which revealed that extensive demethoxylation pyrolysis reactions occurred.

On a laboratory scale, f low-through reactors adapted for treatment of l ignocellulosic
products in the rzrnge of 200-350''C under pressures of 200- 300 bar have been des-

cribed (Koll and Metzger, 1978; Bobleter and Binder, 1980).
Isollt ion of l ignin in an undegraded fomr is generally considered to be qne of the

advantages of the new and nllnleroLls organosolv pulping processes. A wide range of 2l
pure solvent delignificartion procedures has been listed by Johansson e/ a/. (1987); most

use mineral acids for solubil isation and concentrated extracts are poured into a large

volume of  water ( l  to l0-20vol)  to isolate the l ignin (Browning, 1967).  The l i -enins so
produced have not usually been chetracterised. [t appears l ikely that most of these

proceclures cause condensation reactions nnd loss of loosely attached monomeric units

during acidolysis (Section VI.A.3). In the standard case of dioxane-extracted l ignins, the

isolat io l  procedure in dioxane-water (9: l ;v/v)  wi th acid catalyst  at  var iot ts tempera-

tures hus been recently reviewed (Monties. 1988c). The importance of condensation and

rearrangeurent reactions during solvolysis has been stressed by Argyropoulos and

Bolker (1987) and Lapieïre et  a/ .  (1985a).  Such degrtrdat ions probably occur to varying

degrees during all types of organosolv l ignin preparatiorrs.

B .  Mi l led  wood L ign ins  and Re la ted  L ign in  Prepara t ions

Milled woocl l ignin (MWL) ancl enzymatically l iberated l ignin (EL) are sti l l  the best

avaifable preparations (Brorvning, l96l: Lai and Sarkanen, l97l). Nun-rerous modifi-LES  POLYMERES  VEGETAUX  Vol. 2 - part 1
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citt iotls have been introduced to these procedures to improve the yields so that the
fiactions obtained are really representative of native l ignin. In brief. these procedures
call f or very fine grinding of an extractive free-wood meal (granulometry of about l0 to
100 pm). followed by exhaustive extractions of the ultraground sample with dioxane-
water. followed by concentration, precipitation in a lzrrge volume of water and,
eventually in ether. and recovery of MWL which is f inally dried. EL isolation
procedures require enzymatic hydrolysis of cell wall polysaccharides after ultragrinding.
water washing of the insoluble residue and dioxane-water extraction of l ignin fbllowed
by purihcation by repeated precipitation. as in the case of MWL. Many modifications
hzrve been introduced in order to, f irst. increase the yield (usually less than ?5o/o îor
MWL) and. second, to control the changes induced by mill ing. Isolation procedures
differ thus from laboratory to laboratory. The type of cellulolytic enzyme preparative
(Chan-e et  u l . .  1975. Koshi j ima et  a1..1983).  the mi l l ing t ime and the rype of  mi l l  (Salud
and Faix. 1980; Lee et al., l98l; Glasser et al., 1983a; Fiserova et al., l9g5). and the
extraction procedure (Wegener and Fengel. l9l9) all affect the yield and nature of the
final product.

Yields of up to 50oÂ with respect to Klason lignin, and up to 100%, have been
reported. followin-e successive extraction of MWL and EL fractions (Bezuch and polcin.
1978; Fiserova ernd Suty.  1980; Lapierre.  1986; Tol l ier  et  a\ . .1986) or by combining the
two procedures (Chang er al . ,  1975: Sorvar i  et  a\ . ,1986).  The mechanism of mechanical
depolymerisation which very l ikely occllrs during these extraction procedures involves
the formation of free radicals (Kleinert and Morton. 1962; Ranby et al.. 1969: Hon.
1983) and rearrangement reactions are also involved (Hon. r987).

Characterisation of the so-called ' l ignin-carbohydrate complexes' (LCC) and of
associations between lignins and other polymers such as proteins and tannins. for
example. is of parantount importance as regards the possible functions of l i-enin. The
lignin fractions obtained by Bjorkrnan's or Pew's treatment of thoroughly milled
lignocellulosic product. h:rve been freqr.rently used as sollrces of sr"rch complexes. Mild
acid and/or alkaline procedures of cell wall fractionation have also been used with the
airn of selectively cleaving non-resistant bonds (Morrisson, 1973; Stewart. 1973; Reis,
l98l; Obst. 1982). Evidence for fortnation of stable C_C bonds between lignin and
carbohydrate fragments has been reported under both strongly acidic and alÈaline
conditions (Gierer and Wannstrom, 1984). The purif ication proceclures used for isolation
of these complexes do not differ fundamentally f rom those used for l ignin. Most involve
permeation chromatography on hydrophobic gels in mixtures of water and organic
solvents. according to rnethods extensively studied by Koshij irna and coworkers
(Azr-rrrra et  u l . ,  l98l ;Takahashi  et  a l . .  1981, 1988).  Forrnat ion of  molecular complexes
between lignin and LCC hns been reported by Yaku et al. (1979). After fractional
precipitation of etrzymatically de-qraded LCC followed by l{akamori's methylation,
convention:rl CPG analysis of rnethylated sugars has indicated that alkali-stable
linkages are present between lignin and polysaccharides (Azuma et ctl.. 1985b; Taka-
hashi  and Koshi j ima. 1987).  Instead of  Hakamori 's  strongly nucleophi l ic  technique, a
mi lder method of  oxidat ive c leavzrge of  LCC by act ion of  2,3-dichloro-5.6-dicyano-
benzoquinone has been recently introduced to confirm the covalent nature of the l ignin-
polysacchar ide associat ion (Takahashi  and Koshi j ima, 1988).  lsolat ion and pur i f icat iop
of LCC by electrophoresis, by successive extractions, and by l iquid-l iquid extraction in
organic solvent mixtures have been descr ibed by Lindgreen (1958).  Morcket ct l .  (1988).
Kosh i j i rna  and Tanaka (1971) .  Lundqu is t  e t  a l .  (1977)  and Lundqu is t  (1983) .LES  POLYMERES  VEGETAUX  Vol. 2 - part 1
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V I .  C H E M I C A L  M E T H O D S  O F  C H A R A C T E R I S A T I O N

Methods of chemical characterisation (chemical degradation, functional analysis and
nrolecular weight determination) require degradation of the l ignin network and analysis
of mixtures of cornplex degradation products. During the last two decades" the
introduction of high resolution chromatographic procedures coupled with selective
detection systems has greatly enhanced the efficiency of these methods.

A.  Chemica l  Degradat ion  Methods

Chemical degradation of l ignin is t-easible by oxidative, reductive and acidic or alkaline
solvolytic reactions. Degradation methods may involve direct or multistep procedures
(Table 4.6). Brorvning (1967). Sarkanen and Ludwig (l97la). and particularly Adler
(1977) have extensively reviewed some of these methods; only recent improvements and
new methods are discussed here.

TABLE 4.6. Methods of l ienin characterisation bv chen'rical deeradation.

Dirct't procetlures (degradative depolymerisation in one main reaction step)

O x i d a t i o n ' a l k a l i n e n i t r o b e n z e n e
'cupr ic  ox ide

Reduct ion ' rhodium on chtrrcoal cata. lvst
'  copper arsenite catalyst
'Raney nickel catalyst

Solvolysis 'acidolysis (dioxane, water.  HCI)
'  th ioac ido lys is  (d ioxane.  CH.CH,SH.  BF3)
'nuclear exchange (phenol,  BFr)

illultistep procetlures (chemical modification pre-treatment followed by degradative
depolymerisat ion)

Thioacetolysis (solvolysis and alkal ine degradat ion)
Pcrntanganate hydrogen peroxide oxidat ion (alkal ine degradat ion and oxidat ions) (

Ozonolysis (reduct ion, oxidett ion, snponif icat ion)

I . O.ridutire nrethods

Among the oxidative procedures, alkaline nitrobenzene and, to a lesser extent, cupric
oxide oxidation. remain the stzrndard methods. Both suffer the major l imitation of
degrading the phenylpropane chain of Cu-C. units into Cu-C, products and thtts
providing ambiguous results in the case of samples containing phenolic acids, proteins

or strberin (Bor-e-Olivier and Monties. 1989). In brief, these procedures call for
treatment of about 25-50 mg of l ignin or a l ignocellulose equivalent. with 0.2 to 2 N

sodium hydroxide ( l - l0ml)  containing ei ther ni t robenzene or cupr ic oxide, for  2 to 4
hours trt 160-180'C in a glass or teflon-lined steel pressure vessel. After cooling.
recovery of the solubil ised fraction and acidif ication. the degradation products, mainly
Co-C, hydroxybenzaldehydes and acids (Table 4.2). are extracted in peroxide-free ethyl
ether. Degradzrtion yields are measured either directly after HPLC separation (Sharma
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t,t ul.. 1986) or. afier silylation. by gas chromatography on an open sil icone column. A
microscarle nitrobenzene procedure (0.5-2 mg wood sample) has been adapted by
Hardell et tt l . (1980b). who stressed that the precision in weighing is the main l imitation
oi CPG-SM characterisation. In the case of cupric oxidation, a detailed microscale
procedure has been reported by Hedges and Ertel ( 1982) who emphasised that a number
of precautions have to be taken in both sample preparation and experimental tech-
niqr-res in order to avoid artifacts. As nitrobenzene oxidation produces by-products
which citn interfere with phenol analysis, cupric oxide oxidation has often been chosen
f or analysis of smirl l quantit ies of l ignin or as a depolymerisation procedure (Morohoshi
and Glasser. 1979a). Cupric oxide oxidation has the disadvantage of producing
relatively ltrr,ee qutrntit ies of Cu-C, ketonic phenols. in addition to the aldehydes and
acids produced by nitrobenzene. A reversed phase HPLC procedure by gradient elution
in methanol-water-acetic or phosphoric acid mixture, in combination with on-line UV-
spectra recording with a diode array detector will separate these products (Scalbert er
a/ . .  1985; Sharma et  o1..1986).  Mechanisms of  oxidat ive degradat ion have been studied
witlr model compounds. Schultz and coworkers have recently shown that nitrobenzene
and cupric oridation proceed by a homolytic mechanism involving a benzylic alkyloxy
radical rather than participation of the para-hydroxy group and formation of a
methylenequinone as previously hypothesised (Schultz and Templeton. 1986; Fisher et
a/.. 1988; Dershem et ol., 1988). Such insight may help in improving the conditions of
oxidative depolymerisation which remain sti l l  largely empirical. It may explain why
there are differences between the syringyl-to-guaiacyl ratio obtained by oxidative
degradation methods and by physical characterisation procedures such as NMR and IR
spectroscopy (Sarkanen and Herghert, l97l; Toll ier et al.. 1986. Manders, 1987).

2. Redut'tive ntetlntls

Greater attention has been given recently to l ignin hydrogenolysis as a potential source
of chemicals than as a procedure for l ignin characterisation but this is not true of
Pepper's and Sakakibara's extensive studies. Typical hydrogenolysis have been per-
formed. by these authors, in dioxane-water mixtures under hydrogen pressure at 190-
220 C with rhodium on cherrcoal and copper chromite catalyst respectively. With
rlrodium catalysts. only a portion of total in .situ l ignin has been amenable to reductive
breakdown; several monomers and dimers have. however. been characterised (Sudo el
a/ . .  l98l  ) .  With copper catalyst ,  a lmost al l  l ignin was dissolved within an hour,  a l lowing
low pressure preparative chromatographic tiactionation of the monomeric and oligo-
nreric products rvhose strLtctures were elucidated by UV. IR, MS and NMR spec-
troscopy (Sakakibara et  o l . ,  1980).  In combinat ion wi th dioxane-water solvolysis.
hydrogenolysis is sulÏciently qr-rantitative to provide a strl lctural model of softwood
lignirr (Sakakibara. 1980) as discussed previously (Table 4.4). A third method of
redrrctive degradation has been recently suggested by Forss et al. (1987), in which wood
meal is heated, at pH 7. in phosphate buffer for 4h at 150"C in an autoclave in the
presence of large quuntit ies of freshly prepzrred Raney nickel without any addition of
hydrogen gas. An zrlmost qlrantitative depolymerisation of birch l ignin h:rs been
reported with formzition of polymeric ( 'glycolignin') and oligomeric ( 'hemilignin')
fractions which require lrore elaborate characterisation.

LES  POLYMERES  VEGETAUX  Vol. 2 - part 1

315/529



1 3 4

-1. Solvolyticttrctlrctls

B. MONTIES

Solvolytic procedr"rres have the major advantage of preserving the Cu-C. skeleton and
thus providin-q an additional ffrore specific criterion for the occurrence of l ignin. In the
case of acid solvolysis. 'acidolysis'. depolymerisation occurs mainly by the breaking of
arylalkyl-ether l inkages with concomitant formation of characteristic substitution pat-
terns of the propane ch:rin in the Cu-C. products. In brief, the acidolysis procedure calls
for reffuxing of l ignocellulosic products in orgarnic solvents. mainly dioxane, with
Bronsted or Lewis acids as catalysts for arylalkyl*ether l inka-ee cleavage, solvent
extraction of the fraction corresponding to uncondensed monomeric units. As pointed
out by Bolker and Terashima (1966). l ignin extraction depends especially upon the
sirnultaneous presence in dioxane of both an acid catalyst and a solvolytic reagent such
ats water. alcohols or thiols. Refluxing of wood with dioxane-water (9: l; v/v) containing
arn equivalent of 0.2 vt HCl, which has been termed 'acidolysis' (Peper et al.. 1959)
produces numerous monomeric products (Lundquist, 1976: Adler. 1977\. Quantitative
characterisation of monomeric compounds from acidolysis of wood lignin has been
perfonned on the corresponding trimethylsilyl derivatives by means of capil lary gas
chromatography on an open sil icon-coated fused sil ica column coupled with mass
spectrometry (Lapierre et al., 1983: Westermark. 1985a). Sil icon-packed stainless
columns have also been used (Lundquist and Kirk . l9l l; Pometto and Crawford. 1985),
however. with poorer resolution. Irreversible condensation of l ignin fra-ements (Adler.
l97l: Argyropoulos and Bolker, 1987) and formation of a large number of products, at
least 33 according to Lapierre eI el. (1983). are the main disadvantages of acidolysis
methods. The same limitation also applies to 'ethanolysis' and other alcoholysis
procedures with fonrration of series of 'Hibbert ketones'(Hibbert, 1942; Brauns, 1952).

Treatment of  wood with dioxane-ethanethiol  (9: l ;  v/v)  containing 0.2N boron
trif luoride etherate at 100'C for 4h. which has been called'thioacidolysis'(Lapierre er
ul.. 1984b), yields less complex mixtures of four uncondensed monomeric degradation
products which are much more easily separated by chromatography. The yields from
thioacidolysis are higher than for acidolysis and selective side reactions are greatly
reduced (Lapierre et  a l . . l985a; Rolando ct  u1. ,1989).  At  present.  the main l imi tat ion of
thioacidolysis is the low yield of sonle o-sr"rbstitr"rted phenylpropane monomeric units
such as c-carbonyl and cr-acetic esters (Lapierre et rt l., 1987a). Thioacidolysis has been
trsed for l ignin characteriszrtion in some woods (Lapierre et al.. 1986; Toll ier et ol.,
1986),  straws (Gaudi l lere and Mont ies,  1988) and indr.rstr ia l  l ignins (C. Lapierre and B.
Mont ies,  unptrbl ished).

Taking advanta-ee of the dealkylation of diphenylmethernes in the presence of boron
tri l luoride and excess phenol, Funuoka zurd Abe (1987) have developed a method fbr
l ignin degradertion called phenyl nucleus exchange (NE). The NE procedure involves
heating about 20-30 mg of l ignin or l iqnocellulosic equivalent, in a mixture of phenol-
xylene-boron tr i f luor ide and phenol  (19: l0:3 to 4.5 volurne rat io)  at  180' 'C in a sealed
tube f ollowed by gas chromatographic determinartion of the silylated diphenylmethane
products recovered frorn the reaction mixture by ethyl ether extraction. The NE method
has been recently used for charercterisation of indr"rstrial l ignins (Chiang ernd Funuoka.
1989). A quantitative procedure for determining the monomeric composition of
residual l ignin during kraft delignil ication of gymnosperm (Chiang and Funuoka.
1988a) und of angiosperm (Chiang and Funuoka. 1988b) has also been reported. Since
demethylation can occur and the free syringyl monorneric Lrnits are unstable the NELES  POLYMERES  VEGETAUX  Vol. 2 - part 1
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re actlons were curried out at both I 80 and I l0'C. Correction tàctors hi ive to be applied
to give absolr,rte amounts of degradation products and rel iable syringyl-to-guaiacyl
ratios. However. i f  used for comparative purposes. the NE method zrppears conpetit ive
and actually complements the nitrobenzene oxidation procedure.

4. Multistep degraclatiort procedures

Lignin degradation with thioacetic acid. ' thioacetolysis'.  was introduced by Nimz ( 1969)
for f iagmentation of l ignin in ol igomeric fragrnents and led to the f irst proposal of a
structural scheme of angiosperm l ignin (Nimz. 1974). Thioacetolysis combines aceto-
lysis with thioacetic acid. alkal ine hydrolysis of thioacetate and reductive el imination of
sulphur; i t  has not yet been adapted to the routine characterisation of l ignins.

Permanganate-hydrogen peroxide oxidation has been adapted to the degradation of
l ignin by Miksche and coworkers from the earl ier fundamental work of Freudenberg
(Freudenberg, 1968; Adler, 1977). In brief, the procedure calls for a prel iminary
depolymerisation step fol lowed by methylation or ethylation to protect the arornatic
units with free phenolic groups during permanganate oxidation. Notable amounts of
lrlollomeric and dimeric aromatic carboxylic acids, recovered after permanganate
oxidation fol lowed by hydro-een peroxide oxidation. are isolated by gas and gel
permeation chromatography. Assuming that these products are representative of a
given l ignin preparation, the molecular structure can be computed from yields of
oxidation products using ' theoretical '  correction factors for degradation reactions
during oxidation. The procedure described by Erickson et al. (1973b) and Miksche and
Yasuda (1976), working with 25-50 mg samples, has been the subject of some minor
modif ications (Hardell  et a/.,  1980b: Hoffrnan et al..  1985; Gellerstedt and Lindfors.
1984b). In a detai led study. Morohoshi and Glasser (1979a) have compared the effect of
f ive prel iminary depolymerisation procedures (sodium in l iquid ammonia, thio_elycolic
and thioacetic acid degradations. nitrobenzene and cupric oxide oxidations) on the yield
of the major degradation products. They su-egested that. in the case of pine and alder
MWL, the most suitable pre-treatment was cr"rpric oxide oxidart ion for 5 h at 1,74'C.
Several important parameters pertaining to quantitat ive evaluation. yield corrections
and fractionation procedures have been crit ical ly evaluated (Morohoshi and Glasser,
1979b; Gellerstedt and Northey. 1989). suggesting some overestimations in the original
procedure. Permerngzrnate oxidation of ethylated wood has been also recently adapted
by Garland et al. (1986) for the cornbined characterisation of l ignin and tannins in
u'oocls.

Ozonolysis hars been used by Nakano and coworkers for quantitart ive determination
of bonding patterns of propanoid side chain structures in various l ignins. Complete
oxidation of l ignin arornatic r ings has been reported by Matsumoto et al. (1986) with
formation of al iphatic esters whose stereochemistry has been used to characterise the
rtrt io of the er.t ' t l tro to threo forms of arylglycerol-B-aryl ether structures in l i-qnins. In
briel the procedure calls for a prel iminary reduction of the l ignin sample with NaBH_,
in order to increase the rezrctivity toward ozone. a degradation at 0"C by passing ozone
(concentration about 3%\ into an acetic acid-water-methanol solution. saponif ication
of the al iphatic esters and CPG analysis of the fragments correspolldin-e to the
phenylpropanechain. The rnechanism of the ozonolysis step in these reactions has been
extensive ly  analysed on model  compounds (Kaneko et  o l . .  1983;  Matsumoto et  a l . .LES  POLYMERES  VEGETAUX  Vol. 2 - part 1
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1984a). A milder ozonolysis procedure, under similar conditions but at - 70"C. has also
been reported by Tanahashi et al. (1975) for selective degradation of double bonds in
phenylcouffrarone structures of l ignin. Aromatic rings are stable under these conditions;
the procedure has been combined with acidolysis for characterisation of the condensed
acidolysis residues which comprise about 50% of the original l ignin sample.

B.  Func t iona l  Group Ana lys is

During the last decade. advances in l ignin functional group analysis have been mainly
from the use of physical methods; only a few of the chemical methods. thoroughly
described by Browning (1967), have been significantly improved in recent years.

Methoxyl group determination, according to Zeichel, has been adapted to microscale
samples in the range of 0.1 to l0mg. Analysis of methyl iodide is carried out by gas
chromatography at 40"C on sil icon column (Hardel et al., l980b; Girardin and Metche.
1983). Spurious results have been reported during methoxyl determination in the
p r e s e n c e o f  t r a c e a m o u n t s o f  d i o x a n e i n l i g n i n ( K a n e k o  e t a l . .  l 9 8 l ) a n d i n t h e c a s e o f
acetylated l ignins (Obst and Ralph, 1983).

For determination of phenolic hydroxyl groups in l ignins, a new rapid method has
been developed by Manson (1983). In brief, the method calls for successive acetylation
in an acetic anhydride-pyridine mixture, selective aminolysis of phenolic acetyl groups
by pyrrolidine on 10 to 50mg samples and determination of the resultingacetylpyrroli-
dine by gas chromatography; the procedure has been applied to wood and pulp samples
(Gellerstedt and Lindfors, 1984b). A pyrolytic gas chromatographic procedure for
phenolic hydroxyl lroup analysis in l ignin has been developed by Whiting and Goring
(1982a). The procedure requires special care for the sampling and pyrolysis conditions
in order to obtain reproducible results and furthermore assumes that the pyrolytic
constants of monomeric aromatic compounds are the same, a hypothesis which is
validated by the experimental results.

A potentiometric titration rnethod for acidic functions in lignin has been elaborated
by Pobiner ( 1983). The procedure calls for the improved detection of inflection points in
non-aqueous titration by using p-hydroxybenzoic acid as the internal stapdard in
cornbination with an automzrtic t itrator; the procedure has been used by Scalbert and
Monties (1986b) for characterisation of phenolic acids associated with wheat l ignin
fiactions.

C .  M o l e c u l a r W e i g h t  D e t e r m i n a t i o n s

Molecular weight determinations require l ignin solubil isation. This rupture of the
insoluble l ignin network under rather severe conditions may cause major structural
chtrnges. making dil lcult the assignment of the structure of the in situ l ignin. Gel
permeation datet have. however. pointed to a certain regularity in cross-linking between
prirnary chzrins with an average distribution of the degree of polymerisation (Bolker and
Brenner. 1970: Yan :rr-rd Johnson. 1980; Yan. 198 I ) and bimodal distributions (Wayman
artd Obiaga. 1974, Garver and Sarkanen, 1986) of solubil ised l ignin fraction. These
data. which agree with the Freudenberg model pledictions of 'resistant clusters glued
together by randomly distributed wezrk bonds' (Freudenberg, 1968), confirrn the
importance of molecular weight studies, even for in situ l ignin characterisation.
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Methods for est imat ing molecular weights can be classi f ied as'relat ive'and'absolute '
in the sense that molecular weights obtained from absolute methods do not depend on
sepirrate calibration (Goring, l9ll: Wagner. et al., 1986). The absolute methods, based
on thermodynamic values such as vapour pressure osmometry. ultracentrifuge sedimen-
tation equil ibrium or l ight scattering methods. in most cases require extensive instru-
mentation and skil led experimentation not readily available and thus are rather
infiequently used. Ultracentrifuge equilibrium, one of the most reliable methods, has
been developed and discussed by Goring (1971), Wayman and Obiaga(1974), Pla and
Robert (1984), Wagner et al. (1986) and Garver and Sarkanen (1986). Characterisations
have been made on paucidisperse fractions. recovered after preliminary gel fraction-
ation, either in an organic solvent or in aqueous NaOH solution in order to get both a
complete solubil isation of the fractions and a dissociation of ionic molecular complexes.
Detailed experimental procedures and particularly automated weight average calcu-
lations have seldom been thoroughly described. Vapour pressure osmometry is a very
convenient method for determining average molecular weight (M") in the range of 100
to l0 000. in spite of some experimental difficulties, such as the purity of both solvent
and lignin. the response time and control of the drop size, which have been crit ically
discussed by Pla (1989). Vapour pressure osmometry has been more frequently used
than the other absoh.rte methods of lignin Mn determination such as membrane
osmometry. ebull iometry or cryoscopy. Light scattering, which affords the determi-
nation of weight average molecular weight (M*) and other important molecular shape
parameters such as gyration radius, has been used as early as 1960 by Goring and
coworkers. These authors stress difficulties related to the sensitivity of measurement of
colloidal debris in solution and optical properties of lignin such as strong absorbance
arrd fluorescence (Goring. l97l). Lack of adaptation of classical light scattering
photorneters to lignin characterisation has been mainly related to their low sensitivity.
According to Pla (1989), these problems have been overcome by use of laser sources,
particularly, use of low-angle laser l ight scattering (LALL) equipment which allows an
overall accuracy of about 5% for average M* determination after f luorescence,
absorption and optical anisotropy have been carefully corrected for. For further details,
see Pla er ul .  (1977) and Pla (1989).  (

Among the 'relative' methods, intrinsic viscosity determinations are sti l l  applied but
the most rapid developrnent has been with gel filtration procedures. Difficulties in
interpreting intrinsic viscosity data in the case of cross-linked polymers such as l ignin,
have been careftrl ly discussed by Goring (1971). Viscosity measurements have been
sr-rccessfl l ly combined by Pla and Robert (1974, 1984) with l ight scattering and
rultracentrifugation analysis in concordant determinations of the degree of branching of
lignin fractions. Gel filtration is a deceptively sirnple procedure for molecular fraction-
ation according to effective molecular size as opposed to molecular weight. In brief, the
procedure calls for passing a solution of macromolecules through a column of solvent-
fi l led gel. As macromolecules can diffuse in varying proportions according to their size
into the porous volume of the column, the elution volume of any fraction is ideally a
function of the dimensions of the pore in the gel and of the size of the macromolecules.
The technique is thus more appropriately called 'size exclusion chromatogaphy' (SEC)
than 'gel f l l tration' or 'gel permeation' which are currently used.

SEC fractionation of l ignin has been reported at low pressure (LP) in organic and
aqueous media using a large number of sil ica, polystyrene and dextran gels (Connors,
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1978: Connors e/  a l . , l9 l8:  Plastre.  1983: Lapierre.  1986; Wagner et  o1. ,1986).  LPSEC is
relatively simple and easy to use. requiring low-cost apparatus but has two main
disadvantages: lorv resolution and long duration. High performance SEC (HPSEC) has
thus rerpidly developed using high pressure pumping systems and higher performance,
stable. homogeneous gels. Detailed experimental procedures have been carefully des-
cr ibed, e.g.by Faix er ai .  (1980).  Himmel er al .  (1983) and Chum et al .  (1987),  showing
the significant advantages of HPSEC in terms of resolution and speed of analysis.
However. some shortcomings. such as the long-term stabil ity of the gels, as discussed by
Connors et  u l -  (1980).  Sarkanen et  a l .  (1981) and Garver and Sarkanen (1986),  have st i l l
to be overcome. Occurrence of such associative interactions has been inferred from
changes in elution pattern as a function of chromatographic conditions according to gel
type or solvent composition. Even if the occurrence of such associative interactions
between lignin fractions is undeniable, circumspection must be used in the interpret-
ation of such phenomena as specific interactions between solvent and gel may also
change the elution pattern solely by gel saturation (Plastre et al.. 1982). Silylation and
much more frequently acetylation have been used to prevent such adsorption and
intermolecular effects. Such derivatisation procedures require both quantitative func-
tionalisation and recovery of the sample (Pell inen and Salkinoja-Sallonen, 1985; Chum
et ul., 1985, 1987). Furthermore, quantitative dissolution of l ignin samples remains a
major problem which can be often solved, according to Froment, by swelling in formic
acid (5 mg of l ignin sample in 0.1 ml of formic acid left overnight at ambient
temperature) (Plastre et al.. 1982: Scalbert and Monties, 1986b). As UV absorbance
measurefftent between 250 and 280 nm remains the most frequently used detection
procedure, differences in absorption among lignin samples is another important, and
frequently underestimated, drawback (Wagner et a/., 1986). It is very l ikely that the use
of high resolution detection systems such as a diode array ultraviolet detector (DAUD)
will contribute to solving this problem. Large differences in total UV spectra of l ignin
fractions have been already reported by Nicholson el a/. (198a) and Monties (1988)
using SEC-coupled DAUD detection. Linearity testing of these detectors is required in
all cases (Pfeiffer et al., 1983). Coupling SEC with low-angle laser l ight scattering
(LALLS) seerns a more promising method for molecular size characterisation,of l ignin
fractions. Reliable M* values have been obtained by LALLS which offeis the advantage
of providing absolute values of the l ight-scattering properties of l ignin (Rayleigh factor)
by direct comparison of the scattered and transmitted l ight. a procedure reported by
Froment and Pla (1989).

V I I .  P H Y S I C A L  M  E T H O D S  O F  C H A R A C T E R I S A T I O N

Most of the physical methods have the potential advantage of being applied to solid
sanrples and thus provide a meâns of studying l ignin in sittt which cannot be achieved by
chemical methods. Furthermore. progress in computerised acquisit ion and treatment of
data has significantly increased the sensitivity and the resolution of the clzrssical physical
methods such as infrared (IR) ancl ultraviolet (UV) spectroscopy. Development of
sophisticated technology such as nuclear magnetic resonance (NMR) and mass spectro-
metry (MS), sometimes in combination with isotopic labell ing. has provided significant
insight into both the biochemistry and the biodegradation of l ignin (Higuchi, 1986).
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Since the review of Neish (1964) on isotopic labell ing of l ignin and related compounds.
only experirnental modifications have been introduced to the procedure of feedin_e
labelled compounds to plants. The main techniques employed are infusion of a cut
surface by transpiration. absorption into intact roots sti l l  attached to the plant. and
introduction through a wound into the cambium of detached or attached stem
(Crawford and Crawtbrd, 1978; Abbott et al.. 1986a; Fujita and Harada, 1978. 1979).
Carbon-14 and trit ium tracers have been preferentially used in biosynthetic and
biodegradation studies, for chemical and cytological studies by radioauto-eraphy (Saleh
et al . ,  196l :  Fqi ta and Harada, 1979: Terashima et  u l . , l986b).  In the case of  structural
and biodegradation studies, carbon-13 and oxygen-18 labelled dehydropolymers and
dimers have been synthesised (Gagnaire and Robert. 1977, Gagnaire et ol.. 1919:
El lwardt  et  o l . ,  1981, LJmezawa and Higuchi ,  1985, 1986).  A procedure for carbon-13
enrichrnent of l ignin by photosynthesis of poplar cuttings under t 'CO, enriched air has
been also reported (Lapierre et al., 1988). The precursors suitable for specific in situ
labell ing of l ignin in l iving plants are t--phenylalanine (tyrosine in the case of grasses) p-
coumaric, ferulic and sinapic acids; coniferyl and sinapyl alcohol and their correspond-
ing glucoside, coniferin and sinapin (Higuchi et al., 1967: Saleh et ol.. 1967: Fujita and
Harada, 1979: Terashima er al.. l986a,b). With the exception of [tH]- and [raC]-
phenylalanine and tyrosine, which are commercially available. these precursors are
synthesised by standard procedures. Double labell ing with 3H and 1aC has been
extensively used by Terashima (1988) and by Terashima and Fukushima (1988a,b).
Experimental details for the synthesis of precursors and autohistoradiographic studies
of lignification of hardwood (Magnolia sp.) have been reported by these authors.
Corresponding information for softwo od (Crvptonrcria sp. ) has been reported by Fujita
and Harada(1979),  Takabe et  a l .  (1985) and Takabe et  a l .  (1988).  Even when detai led
procedures for ir uivo isotopic labell ing have been described. it should be stressed that
labell ing conditions have seldom been optirnised. Properties of the labelled l ignin
sample may thus depend on the experimental procedure. For example, changes in
monomeric composition and lignin reactivity have been related to photoperiod, con-
di t ions dur ing label l ing (Grand et  a l . ,1979: Phelan et  u l . .1979; Terashima et  a l . , l986er;
Terashimat. 1988). Furthermore differences in r-rptake. translocation or cell metabolism
have been reported atier feeding with phenylalanine. ;r-hydroxybenzoic. cinnamic and
ferul ic acids by Shann and Blum (1987a.b).  Barnes and Fr iend (1975).  Fuj i ta and
Haradat (1979) and Benner et al. (1984). Finally. solubil isation of relatively large
proportions of labelled l ignin fractions have been repeatedly observed either after acid
prehydrolysis and Klason determination (Crawford and Crawford. 1976; Hatakka and
Uusi-Rauva, 1983; Aumen et  a l . ,  1983; Wi lson. 1985; Mont ies et  a l . ,  1987),  or  a lkal ine
pre-treatment and nitrobenzene oxidation (Alibert and Boudet. 1979; Abbott and
Bagby. 1986). This is due to the formation of a newly formed. less polymerised l ignin
which may be progressively glued to the pre-formed and trnlabelled l i-enin (Higuchi et
al . ,  196l :  Al ibert  and Bor-rdet,1919. Odier et  o l . .  l98l) .

B.  Spectroscopic Methods

Valuable information may be obtained about the molecular structure of l ignins by
LES  POLYMERES  VEGETAUX  Vol. 2 - part 1

321/529



140 B. MONTIES

detailed examina.tion of their ultraviolet (UV), infrared (tR). magnetic resonance (MR)
and mass (MS) spectra. These methods require calibration with l ignin fractions and/or
models which are l imited in number and have to be recalculated for analysis of other
types of l ignin. Invariably, it is necessary to correlate the information so gained with
that lrom complementary methods. However. the general computerisation of appar-
atus, the abil ity to store data for later manipulation, the dramatic l0- to 100-fold
increase in sensitivity of IR and MR spectrometers by Fourier transform (Becker and
Farrar, l9l2), and the extension of the mass range of mass spectrometers by almost
an order of magnitude in the past decade (Cooks et al., 1983) have meant that very
significant advances have been made.

1. Optical nrcIho(ls: ultaviolet and infrared

Due to its aromatic nature. l ignin exhibits characteristic absorption maxima in the near
ultraviolet between 200 and about 400 nm, with significant differences in absorbancy
according to the substitution pattern (Musha and Goring, 1975). Several methods for
the spectrophotometric determination of lignin have been developed based on the
difference in absorbance between lignin and polysaccharides. Possible interference with
other UV-absorbing compounds has been thoroughly discussed. Correcting pro-
cedures using concentration calculations at several wavelengths have been reported
(Goldschmid,l97l) but suffer uncertainties in absorption coefficient determination. The
absorptions of several lignin preparations and model compounds have been recently
compiled by Lin (1982) and by Fengel and Wegener (1984). Such data have only relative
value. since repeated analysis of wood samples have shown an apparent increase
in l ignin content indicating the formation of chromophores during the mechanical
procedure of isolation (Hardell et al., 1980a). Due to the large width of adjacent
colrlponent bands, the UV spectrum of lignin is often poorly resolved. Absorption
bands have been resolved into Gaussian transition energy bands. leading to the
characterisation of special chromophores such as sti lbenes (Lin and Teder, l976a,b). In
spite of these limitations, UV spectroscopy is widely used due to its simplicity, reliability
and high sensitivity. Bobier et al. (1981) have confirmed that ultraviolet analysis is a
reliable indicator of the rate of delignification, since a linear regression with a
correlation coefficient of 0.96 was observed between UV absorbance at 205 nm and
lignin removed. The reliabil i ty of UV determination of l ignin on solid samples
sursper-rded in potassium bromide pellets (Bolker and Sommervil le, 1962) has been
conf i rmed by Saka et  a l .  (1982) and by Whit ing er ul .  (1981).  By comparison with a
micro-Klason technique with a reproducibil i ty within +20 for l-10 mg of sample.
these authors hatve shown that UV lignin determination, either in solid state or after
acetylbromide dissolution, provides a fast and sensitive procedure for measurement of
l ignin content in very small samples (0.1-lmg of t issue per KBr pellet) with a
reprodtrcibil i ty of within + l-2o/o.

Using l-2 mg of sample in a KBr pellet, Whiting et al. (1981) have also reported a
reproducibil i ty within + l.soh for l ignin determination by IR absorbance measurement
at  l5 l0cm-1. conf i rming the general  convenience of  spectroscopic methods for l ignin
determination. Compared to UV spectra, [R spectra of l ignin have the advantage of
possessing a large number of bands between 3500 and 700cm-r. Structural assignment
of at least 25 barnds has been reported in Hergert's (1971) review on the basis of
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enrpirical identif ication. using simple monomeric and dimeric model compounds. As
stressed by Hergert. both correct assignment and integration are diff icult. since peaks
rnay actually be due to the superposition of several overlapping bands.

Quantitative procedures have been based on the use of selected l ignin peaks as
internal standards either by direct measurement of peaks close to l500cm-r (Koelbe
and Ellefien. 1962; Whiting et al., l98l) or after correction for contamination and
calctr lat ion according to Beer 's law (Sarkanen et  a l . ,1967:Zavar inet  a| . ,1982; Lapierre,
1986). A major disadvantage is that IR l ight is scattered by l ignin particles in the KBr
pellet. resulting in a sloping baseline which is influenced by sample preparation and by
instrumental procedure. Multiple reflectance procedures, in which small amounts of
sample are mixed in large amounts of high reflectance material such as KBr (l:19;
sample-to-KCl ratio: Berben et a|.,1987), have been suggested for levell ing the baseline.
Another advantage of these techniques is that samples are easier to prepare. Combining
Fourier transform measurement with the so-called 'attenuated total reflectance' (ATR)
or 'diffuse reflectance' (DR) techniques. lignin structure has been qualitatively and
quantitatively analysed by Faix (1986, 1988), Faix er al. (1987), Schultz and Glasser
(1986).  Berben et  a l .  (1987).  Byler (1987) and Michel l  (1988).  Mult ip le regression
analyses have been performed between peak intensities and lignin structural features
such as monomeric composition, methoxyl, phenolic or aromatic hydrogen content or
with 'hydrolysis' and 'condensation' ratios. High regression coefficient and correspond-
ing low standard deviation have been reported (Faix, 1986; Schultz and Glasser. 1986),
indicating that structural data can be calculated from IR spectra. However, such
empirical techniques are limited by the properties of the lignin sample chosen as the
reference. Relative comparisons are sti l l  possible for unique samples subrnitted to
specific treatments (Chum et al., 1984). Diffuse reflexion procedures are applicable to
the solid state analysis of l ignocellulosic polymers (Abbott et al., 1988), to dilute
alkaline aqueous solutions of l ignosulphonate (Faix et al., 1987) and to on-line FT-IR
spectroscopic detection of HPLC column eluates (Vidrine, 1919). Furthermore. as in the
case of UV spectra (Lin, 1982), possibil i t ies of resolution enhancement of IR spectra by
second-derivative spectroscopy has been strikingly demonstrated in the case of near
infrared reflectance spectroscopy (Coleman et u\.,1982). For example, the typical l ignin
IRband ne i t r  l6 l0cm-r  hasbeenreso lved in to twopeakscharac ter is t i co f  sy r ing | land
guaiacyl units. respectively (Byler, 1987).

Photoacoustic detection has been recently coupled with FT-IR to study l ignin
changes during the bri-shtening of mechanical pulp (St.-Germain and Gray, 1987).
Reproducibil i ty of better than 57o has been reported by these authors after internal
car l ibrat ion against  three standard peaks (3400, l5 l0 and l056cm-1; but structural
changes in l ignin structure have been only tentatively interpreted. As in the case of UV
photoacoustic studies (Gould, 1982), interaction between closely spaced chromophores
lnay complicate the interpretation of spectra mainly assigned on the basis of isolated
model compounds.

Raman spectroscopy has been used by Atalla in extensive studies of l ignin orientation
in native wood. Raman spectra have been interpreted by comparison with model
compounds where bands at  l600cm-r and l640cm-1 have been assigned (Atal la and
Agtrrwal .  1985; Agarwal and Atal la.  1986; Atal la.  1987).  Examinat ion of  cel l  wal l
regions as small as one micrometre in diameter has been achieved through combination
of a Raman spectrometer, a modified microscope and a data handling systern (Agarwal
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and Atalla. 1986). Measuring the effect of the polarisation of an argon ion laser on the
irrtensity of the l600cm-t band, in the secondary wall of Pit:ea wood, these authors
reported that the aromatic rings of the phenylpropane units in l ignin were preferentially
oriented with respect to the plane of the cell wall and that l ignin is more highly
organised at the molecular level than previously recognised. Application of this
sophisticated methodology to other tissue is required to confirm these conclusions.

Few data have been published on fluorescence and phosphorescence properties of
l ignin preparation ernd l ignin-related products. Fluorescence properties of about 30
rnodel compounds and lignin fractions have been reported by Lundquist er al. (1978)
indicating that. in zr dioxane-water (l: l) mixture, l ignins behave as molecules contain-
ing one single 'energy sink' chromophore from which fluorescence light was then
emitted. Phosphorescence spectra of several lignin preparations have been briefly
reported by Weichelt and Ziechmann (1977). Differences between emission spectra have
been found in relation to isolation procedures (Ziechmann and Weichelt. 1977). No
direct relationships between the structure of the l ignin chromophore and variations in
luminescence properties of corresponding l ignin preparations have been suggested
(Weichel t ,  l91l) .

:. Mugrrctit' reslnotrce ntetlnds

During the last two decades, very rapid progress has been made in magnetic resonance
methods in both the instrumentation. with the introduction of high magnetic fields and
computerised FT spectrometers" and the theory. with the development of one-dimen-
sion (lD) and two-dimension (2D) pulse sequences (Schil l ing, 1985). Early NMR data
on lignin were obtained with proton NMR mainly due to the high sensitivity of the
proton nucleus. However, recent advances in FT-NMR have led to very rapid
development of carbon-13 NMR spectroscopy. In spite of the low natural abundance of
13C, carbon-13 has the main advantage of characterising the carbon skeleton without
the complication of spin-spin coupling on a chemical shift range of about 250 ppm in
comparison to only about l5 ppm for proton NMR. The main disadvanta-ees of carbon-
13 NMR are its low resolution for highly polymerised l ignin fractions and the
dilîculties in qualitative assignment of signals due to extensive overlap of signals for
nuclei in a similar environment. There has been a failure to obtain a l inear correlation
between signal intensity and the number of corresponding carbon ertoms and this has
led to the use of specific pulse sequences.

Following the extensive review of Ludwig (1971) which covers the rapid development
of proton NMR between 1958 and 1971. more detailed interpretations of l ignin spectrtr
have been obtained using higher frequency instruments. Based on acetylated l ignin
model compounds, dissolved in deuter iated chloroform. Ludwig (1971)has def ined the
chemical shifts for protons of carboxyl and aldehydic groups. in aromatic rings. at
acetylated c.-carbon atoms. at a-carbon atoms in a-O-4 and B.5 l inkages, at side chain
carbon atoms, in aromatic methoxyls. in p-B and p-l dimers. in aliphatic acetoxyl and
other highly shielded positions. Using a 210 MHz instrument and a large number of
acetylatecl model l ignin compounds. assignrnents of peaks corresponding to sever:i l
s t ructural  uni ts such as fbrmyl  groups, P-B' ,  B- l ' .  and P-O-4' l inkages have been
reported using either acetylated or unacetylated spruce and birch l ignin fractions
(Lundquist  and Olsson, 1977: Lundquist .  1979a,b.  1980. 1981. 1983.)  Proton NMR
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spectra of cinnamaldehyde type model structures have also been.reported and charac-
terised by semiempirical molecular orbital calculation procedures (Liptaj et al.. 1980).
Tlre distribution of er.t,thro and tlreo forms of p-O-4' structure in spruce and birch
lignin have also been studied by proton NMR analysis, with reference to I I l ignin
model compounds and after complete methylation and acetylation (Hautevil le et al..
1986). Similar amounts of erv,thro and threo forms were found in spmce while erytlro
forms dominated in birch l ignin. Higher erythrrto-threo ratios have also been reported
in syringyl-rich l ignin fractions from six angiosperm woods by Toll ier er ol. (1986),
suggesting a higher proportion of erytlro isomers in syringyl l ignins. The overwhelming
importance of the erythro P-O-4' syringyl ether type in beech lignin has also been
dedrrced tiom carbon-13 NMR spectroscopy (Nimz et al., 1984).

Since the first carbon-13 NMR spectra were published in 1973 by Ludemann and
Nimz using a25.2 MHz spectrometer, the number of peaks assigned in l ignin carbon-13
NMR spectra have more than doubled. No less than 70 peaks have been assigned in the
case of MWL lignin isolated lrom hardwoods (maple. beech. oak and cherry), grasses
(banrboo, corn and wheat) and softwood (larch) (Nimz et al., l98l) but also in the case
of industrial l ignin fractions such as kraft l ignin (Morck and Kringstadt. 1985). Due to
high resolution. carbon-13 NMR spectroscopy has also been used to infer the presence
of l ignin in moss (Sphugnunr sp.) (Nimz and Tutschek, 1917) and in cork extracts
(Zimmerman et a/., 1985). Differences in monomeric composition of l ignin fractions
have also been studied in hardwood cell wall components (Obst and Ralph, 1983) and in
lignin fractions isolated lrom the same type of wood (Lapierre, 1986; Toll ier et al..
1986). More interestingly, such differences have been found in different Salir hybrids
(Deka et  a l . .  1989).

In spite of the progress that has been made. unambiguous interpretation of some
regions in l ignin spectra is sti l l  not possible. This is partly due to the empirical
assignment of peaks by comparison with monomers and dimers and to earlier
assignments of compounds of similar structure. Recently. however, some substituent
effects have been elucidated on generalised chemical shift additivity rules which can be
applied to both substructures of guai:rcyl and syringyl types (Hassi et al., 1987). As
discussed previously, carbon-13 labell ing has also been used to verify signal assign-
ments. Cerrbon- l3 NMR spectroscopy. however, has so far failed to resolve the question
as to whether non-cyclic alkyl ether bonds occur in l ignin (Nimz. l98l; Leary et al.,
1983; Nirnz et ol., 1984). However, the increased use of resolution enhancement
procedure such as heteronuclear spin decoupling attached proton test (Landucci, 1984).
spirr echo techniques (Lapierre et al.. 1984b; Bardet et al., 1985; Petsom and Steelink,
1988) and 2D correlation analysis (Nimz et ul., 1984; Lapierre et al., 1987; Ede et ul..
1987; Ralph, 1988; Robert and Chen, 1988) may help to solve these problems. The
tremendous potentiarl for extracting specific information about l ignins has been clearly
demonstrated by Landucci in 2D carbon*proton correlation analysis of wil low clone
MWL (Deka at ul.. 1989). While no signal was detected in the conventional proton
spectrum because of the relatively low concentration, strong 2D correlation was
observed for p-hydroxybenzoate and pinoresinol at l3l and 55.4 ppm. respectively, on
the carbon axis. The major drawback of such a method, which requires no carbon-13
enrichment. is the long acquisit ior-r t irne (2-3 days for a 200 mg acetylated sample in a
8-9% solution in do-acetone). In this respect magnetic resonance spectra of other atoms
such as sil icon-29 (Brezr-ry and Schraml, 1987; Brezny et al.. 1985) or f luorine-19 (Ralph
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and Wilkins. 1985), introduced by organic substitution on the l ignin carbon skeletorl,
may also be useful.

After accurate peak assignment, quantitative characterisation is the second priority in
carbon-13 NMR character isat ion of  l ignin (Robert  and Gagnaire,  l98l ;  Nimz et  a l . ,
1982; Robert and Brunow, 1984). Many of the requirements to be met have been
thoroughly discussed by Landucci (1985) who described a method with the precision of
within +30Â for large samples (700 mg) in 6 h runs and for small samples (70 mg), a
precision of l0% which requires 22 h. Under routine conditions. quantitative compari-
son of selected peak clusters has been reported. with area measurement over a l imited
number of peaks. in the case of syringyl-to-guaiacyl ratio measurement (Lapierre et al.,
1985a; Morck er al . ,  1986).

The diff iculties in completely solubil ising l ignin fractions and lignin-containing
products have made the application of solid state carbon-13 NMR spectroscopy very
prornising. The combined use of dipolar decoupling, cross-polarisation (CP) and magic
angle spinning (MAS) yields carbon-I3 spectra of solid polymers with resolution
approaching that obtained in solution (Yannoni, 1982). In the case of l ignins, solid state
carbon-13 NMR spectra have broader l ines, with much overlap and peak assignments
are more complex than in typical high resolution carbon-13 NMR spectroscopy. Peaks
have been identified with reference to chemical shifts in solution assuming that solid
packing does not account for more than 2 or 3 ppm shift in most instances (Bartuska el
a/ . ,  1980; Maciel  et  a l . , l98l ;  Hatf ie ld et  s l . , l987a).  CPiMAS carbon-13 NMR analyses
of l ignin preparations have largely confirmed results obtained init ially from degradative
studies (Manders. 1987; Akin et al., 1986; Haw et al., 1984; Haw and Schultz, 1985;
Schaefer et al., l98l; Barron et al., 1985). In studying variations in relative l ignin
contents between whole spruce wood and five morphologically cell wall fractions, Leary
cr al. (1986a) adapted the quantitative procedure of CP/MAS NMR developed init ially
be Hemingson and Newman (1985) by use of carbon-13 spin-locking pulse sequences
which. preferentially, suppress signals from protonated carbon atoms leading to
resolution enhancement. Using 0.3 g samples, a very good correlation has been found
between CPIMAS NMR and Klason lignin determinations.

Recent developrnents in CP/MAS carbon-13 NMR have furthermore allow,ed new,'second generation', solid state techniques which provide information on molecular
rrlotion and relaxation of in situ l ignin (Hatcher, 1987). Dipolar dephasing experiments
have been used by this author to confirm the correct assignment of specific signals to
structltral types. Carbon-13 specific enrichment of dehydropolymers has been also used
for strch verif ication by Lewis et al. (19S7). Furthermore CP/MAS carbon-13 NMR has
been used to examine the relaxation profi le of l ignin in solid state by measurement of
proton spin lattice relaxation times (I,"). Combining this technique with the use of a
paramagnetic relaxation agent, such as Fe3*. Gerasimowicz et al. (1984) have reported
that carbohydrates appear to communicate paramagnetic relaxation to the l ignin
coll lponent of wood pulp. For the first t ime, such data corroborate, in the solid state,
the possible occurrence of l ignin-polysaccharide associations. Likewise recondensation
of l ignin during steam explosion of wood has been reported, based on variations in
lignin rnolecular mobil ity monitored by changes in f,n (Tekely and Vignon, 1987).
Experiments in 2D FT solid state carbon-13 NMR have been designed by Hatfield er a/.
( 1987b) to study anisotropy in l ignin distribution over macroscopic samples of wood of
about 0.9 cm3 using a home built spectrometer. No net molecular orientational order
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of li_cnin has been found under these conditions; however, this does not preclude such
occurrence on a microscopic level. as suggested by Raman spectroscopic analysis.
Marked effects of sample preparation have also been reported during CP/MAS carbon-
I 3 NMR investigations (Taylor et al., 1983; Sterk et ul., 1987), but the method is a very
promising one for in situ l ignin characterisation.

Electron spin resonance spectroscopy (ESR) has shown the presence of very stable
free radicals in l ignin preparations (Steelink, 1964, 1966, 1972). ESR measurements
lrave been recently applied by Kersten et al. (1985) and by Odier et al. (1988) for the
characterisation of phenoxy radicals from monomeric l ignin model compounds.

J. fuI ass spectrontetrï

In principle. mass spectrometry is a destructive analytical procedure in which substances
runder investigation are identified by analysis of their molecular and fragment ions after
init ial vaporisation and ionisation processes under high vacuum. Molecular character-
isation of l ignin by MS was attempted init ially by indirect analysis of fragments
recovered after preliminary chemical or physical degradative procedures and, more
recently, by direct analysis of fragments generated directly from lignin samples by
pyrolytic degradation. Such pyrolysis mass spectrometry (Py-MS) has the main advan-
tage of delivering monomeric and dimeric lignin fragments without large secondary
oxidative changes (Haider and Schulten, 1985). Both the standard electron impact
ionisation (EI) procedure at 70 eV which is reproducible enough to allow the compi-
lzrtion of data on a routine basis, and other rnild ionisation procedures such as chemical
ionisation, fast atom bombardment and other desorption ionisation procedures have
been used (Cooks et al., 1983; Schulten, 1984). Py-MS can be used directly on
lignocellulosic microsamples, in combination with high resolution glass capil lary gas
chromatography (Py-GCCC-MS). This allows sophisticated fingerprinting strategies of
2D data resolution as a function of t ime and of mass range as shown in the case of straw
and pine Brauns l ignin (Schulten, 1984; Haider and Schulten, 1985). and. in the case of
subcellular microsamples of grass cell walls (Boon, 1989).

Due to the very high structural similarity among lignin fragments recovered, after
chernical degradation such as acidolysis (Higuchi et al., 1972:Lapierre et a/., 1983) or
after industrial processes such as hydrothermal degradation (Pecina et al., 1986) and
pnlping (Lowendahl er al.. 1978; Seefeldt and Dimmel, 1983; Niemela. l988a,b), only
GC on thick sil icone-coated fused sil ica capil lary columns. 25-50 m long. have allowed
enough resolution for unambiguous acquisit ion of MS data. The procedure requires
careful derivatisation. mainly silylation, of purif ied phenolic fractions (Lapierre et al.,
1983; Pecina et  u l . ,  1986).  Standard 70eV EI-MS data obtained under s imi lar  con-
ditions have been also reported for simpler compounds such as phenolic acids (Matsu-
moto and Hanya, 1980). Due to their higher molecular mass and their lower thermal
stzrbil i ty. MS studies of dimeric l ignin fragments and model compounds have required
special experimental procedures. The direct inlet technique has been extensively used for
analysis of fragmentation mechanisms and thermolytic behaviour of homologous series
of di- ,  t r i -  and tetrameric l ignin model compounds (Kovaôik er al . ,  1980; BreZny and
Mihirlov. 1984). The sarne procedure has been also used for characterisation of
phenylcounlaran type prodr.rcts isolated, for example, during microbial degradation of
l igrrin (Ohta et al.. 1979) and hydrogenolytic degradation of l ignin (Sakakibara,1977).
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As early as 1976, GC-MS was introduced for MS identif ication of trimethylsilylated
ethers of l2 separated l ignans. Short glass columns are preferred to open tûbular glass
capil lary columns because of high temperature requirements of the latter (Ekman.
1976\. Later. MS characterisation of l ignans (Fotsis et al., 1982) and of dimeric l ignin
rnodel compounds were described (Enoki et al., 1980; Odier and Rolando, 1985) using
short colurnn fractionation procedures on silylated derivatives.

In the case of Py-MS. field ionisation (FI) procedures have been used for microanaly-
sis of samples of about 100-200 prg thermally degraded directly in the field ion source of
a double mass spectrometer (Schulten, 1984; Haider and Schulten. 1985). This 'direct

inlet' type procedure has been applied comparatively to coniferyl alcohol dehydro
polymers as l ignin model compounds and to wheat and pine l ignin fractions. Time-
resolved Py-MS spectra have indicated the successive formation of a very large number
of lignin fragments, and particularly of several dimers, whose occurrence requires
confirrnation. Furthermore. Py-GC-MS has been recently adapted to photoionisation
(PI) by means of er vacuum-UV light source as an alternative to the low energy (10-
l6 eV) EI. with the aim of enhancing the quality of the MS fingerprint by reducing the
tiagmentation compared to the EI procedures. A Py-GC-Pi-MS instrument has been
developed with an internally heated Curie point pyrolysis unit and a windowless
photoionisation chamber with argon and krypton as discharge gases. The procedure
lras been applied to beech milled-wood lignin (Genuit et a\.,1987) with the identif ication
of about 40 monomeric lignin fragments. Comparison of the chromatograms has shown
large differences between the response according to the photoionisation and electron
impact procedures. Futhermore, in the case of f ingerprint analysis, more than one
compound contributed to almost every nominal mass peak. Even if identif ication of the
individual pyrolysate components has to be done with reference to pure products, both
Py-FI-MS and Py-GC-MS have rapidly provided valuable chemical information. It
would appear that Py-MS, in combination with the lar less sensitive carbon-13 solid
state NMR, will afford in the future very powerful procedures for biochemical studies of
irt sittt l isnin structure.

v i l t .  coNcLUstoN

During the last two decades very signif icant advances have been made in the biochemi-
cal understanding of l ignin with the progressive recognit ion of the molecular hetero-
geneity of l ignins and of the variety of l ignif ication processes among species, t issue and
cellular zrnd subcellular fractions.

Such advances, impeded by the characterist ic insolubil i ty of the irregular l ignin
networks. have been made possible by combined use of independent analyt ical methods.
These ultrastructural studies, such as SEM-EDXA and ar-rtohistoradiography, and solid
state characterisation. could gain mr-rch greater importance in the near future. Paraph-
rasing â recornrrendation of Goring ( l97l ) concerning the necessity for chemists to look
at l ignin at the polymeric level. one can stress the need to combine more solid state
stlrdies of t issr.re and subcellular frnctions with standard cytochemical, chemical and
physical rnethods for the biochemical characterisation of l ignin.
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Lignins definition, potential applications, (macro)molecular structures and
properties, analytical characterisations and natural verszs induced variability are
reviewed with reference to both the biological diversity oflignification patterns in
ecotyp€s' mutants and transgenic plants and the levels of organisation of the
lignins polymeric networks. d discrimination between a common primary,
guaiacyl type metabolism and a more specific secondary, syringyl- type is
suggested as a base of this variability and properties. @ 1998 Elsevier Science
Limited. All rights reserved

1 INTRODUCTION

Lignin was very likely identified for the first time as
the insoluble residue of acid hydrolysis of woods
by applied chemists more than 150 years ago. It is
only in the last 50 years that the polymeric struc-
ture of lignin based on phenyl propenyl alcohol
monomers (lignols) has been demonstrated. Para-
doxically, this demonstration was mainly estab-
lished by organic chemists on the synthesis of
lignin model compounds--dehydropolymers
(DHP), oligomers and dimers (oligolignols) r-and,
still less, on direct depolymerzation of isolated
lignin.2 Nevertheless, during the last 20 years it
is mainly the biological heterogeneity of the
molecular structure of lignin which has been
recognised by biological chemists mainly.rT

The plural 'lignins', now currently used, illus-
trates the increasing awareness of the natural varia-
bility of lignins according to their botanical origins,
their genetic and ecophysiological determinations
and their industrial transformations. It also illus-
trates the complexity of lignin as polymers, which is
related to their numerous patterns of molecular
composition and macromolecular organisation.T

Currently, with reference to the possibility of
applying biotechnologies in the transformation of
lignins and lignocellulosic products, such woods
and agricultural resources, some aspects of this

biological variability and molecular complexity of
the transformed lignins from genetically manipu-
lated plants, is reviewed and briefly discussed here.

Indeed, one cannot exclude that the combination
of these two factors, which have contributed to the
slowness of the technical advances of the transfor-
mation of cellulosic products, could not continue
to impede expected future development and will
remain as the two main current bottle-necks from
both a basic and an applied point of view.

Due to lack of space, and taking into account the
great number of books and papers recently pub-
lished, this review is focused on illustrative but non-
exhaustive examples of such questioning problems.

In combination with some comprehensive
books,l-e references are mainly to spècific, and
even old or forgotten papers, matters considering,
successively: lignin definitions; potential or realised
applications; molecular structure and analytical
approaches; induced versus natural variability and
biodegradation which claim that new technologies
faÇe unsolved old problems.

2 LIGNINS: SOME PROBLEMS OF
DEFINITION

Assuming the procedure pioneered by Freudenbergl
of characterisation of lignin molecular structure
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by organic synthesis of oligolignols and DHP, As this ty{e of difficulty is common to any ana-
lignins are currently described as natural polymeric lytical defiriition based, logically, on an empirical
pioducts arising from enzyme initiated and chemi- concept (aô also stated a long time agol3), it is
cally driven dehydrogenative polymerization of clearly not specifrc to lignins analysis. Neither a
monomeric units (lignols monomers) based on new molecular model or general schemel-3'la has
p-hydroxycinnamyl alcohol skeleton.l-8 From a been thus presented or adapted in this review.
biological point of view, however, lignins appear Highlighting also the need, and this difficulty, to
also to be synthetized during their polymerization provide a comprehensive definition of lignin at the
by a non-enzymatic process occurring in the out- level of the macromolecular structure and proper-
side of the living cell, the cell wall, during first ties, the two modified lignin paradigms suggested
the cell elongation, and then its enlargement in more recently by Goring,la deserve special atten-
specialised cell being committed in specific tissues tion in relation to the novel lignins.
of the different plant organs such as stems, roots, The original lignin paradigm was formulated
leaves, etc. In addition, care has to be taken on the several decades ago in relation to the industrial
fact that these non-enzymatically driven reactions delignification process in the pulp and paper
of lignification of plant cell walls, have been industry (pulping processes), assuming that the
reported to occur by uneven deposition of oligo- properties of the lignin macromolecules made
lignols in a polysaccharide gel, swollen with water.e solubles by pulping and were representative of the
Furthermore, lignification appears to occur with in-situ lignin from which they were obtained.ls
removal of water and shrinkage of the gel. Further Lignin in wood was considered to be an infinite
lignification has been shown to proceed, in the random three-dimensional network polymer, imply-
wood xylem, from the outer to the inner part of the ing a uniform chemistry of the pulping products.ra'l5
cell wall,lo but from the inner tojhe outer part of Based on recent advances in lignin chemistry
the cell wall, in other tissue such as sclerenchyma reviewed in Ref. 14, several properties were found
in annual plants.rr Considering again the aim to tobeincompatiblewiththeuniformityofthelignin
provideamorecomprehensivedefinitionof lignins, network. The most compelling reasons were the
including this biological dimension and including heterogeneity of the isolated lignin factors at the
the previously recalled'organic chemist' statement, molecular scale,lG2o but also the topochemical
it would be necessary to combine three major items differences between lignins in the cell walls and cell
which represent major dramatic challenges for layers, as previously emphasized, and also some
futurebiotechnologicaltransformationof ligninsin multimodal molecular distribution patterns indi-
plant cell walls and related transformed products: cating likely, selective noncovalent associations,2rl3

(a) the non enzymatic polyàerisation of mixture wt1;n wil be discussed in Section 4'

of lignols; 
r*!rv vvrJru - 

At the present time, a new modified paradigm is

(b) the polymerisation in a water swollen and ::-:Ï"tty 
accepted' It assumes the occurrence of

shrinking gel; and 
several types of lignin networks which differ from

(c) the uneven controlled deposition in the cell :::,1 i}:::::1.Ï-tT':^:*:i":t :::o-.-"*"1;
wall layers. 

^ tnelr macromolecular orgaruSauon' tne types or
associations with the other cell-wall components,

Even when such an enlarged definition is drawn and according to the genetic and ecophysiological
here, it is beyond any doubt that such a definition, conditions of cell-wall development. Obviously, the
even 'necessary', would be likely, at short-term modified paradigm requires clearer definitions
inadequate, requiring now further adaptations based on better analytical procedures, which will
according to the achievements of the current be discussed later. It is sufficient here to review
studies on lignin. Such enlargement was not briefly some potential and realised applications of
attempted. Only trivial in appearance, this problem standard or novel lignins.
of definition has been to our knowledge very
clearly stressed more than 25 years agol2 in the
case of molecular models of lignin structure, even 3 POTENTIAL AND REALISED
when previously stated by others, and even by APPLICATIONS OF LIGNIN CHEMISTRY
Freudenbergl for example: even now it is too fre-
quently forgotten, assuming that lignin molecular For many decades mainly after the successive oil
structure is definitively established. crises, and taking into account the millions of tons
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of induStrial lignins, such as lignosulfonates and
kraft lignin, produced all over the world, lignins
have been considered as potential sources for aro-
matic synthon, for preparation of pre-polymers
which could be used as components, adhesives or
binders and polymeric materials.2'8 Roughly
speaking, one is obliged to state that no large mass
market has been created to our knowledge even
when, in some instances, promising blends incor-
porating lignins derivatives or by-products have
been reported.8 Despite repeated attempts to purify
enough reactive lignin fractions2a or to introduce
new functionalities allowing blending with other
derivatives of biopolymers, such as cellulose,2s the
relative proportions of lignin introduced in such
lignin-based plastics still remains relatively weak.
Recently, however, the possibility to produce by
casting, on the laboratory scale, lignin based plas-
tics containing as high as 85% of industrial kraft
lignin with interesting tensile properties has been
reported.23 More basic studies thus seem required
to improve such products.

Considering the increasing. interest for bio-
degradable packaging material arising from agri-
cultural productions, the possibility to improve
starchy biomaterials by blending with lignin
preparations has been also studied by casting on
the laboratory scale.26 In relation to the long term
target to improve proprieties hydrophobicity and
biodegradability performances of such starchy
biomaterials, some studies have been also attemp-
ted on the behaviour of two types of synthetic
model lignin polymer (DHP) also prepared in the
laboratory,21 at the air-water interface. Significant
pressure differences were found indicating a corre-
lation between surface area per monomer and the
structure of the DHP.

Furthermore, as the molecular structure of DHP
can significantly change according the several pos-
sible preparation methods, as recently shown by
combination of physical, l3C NMR,28 and chemi-
cal2e analysis and as, furthermore, the radical
polymerization pathway which lead to DHp
formation is very sensitive to the conditions of
preparations, the reproducibility of the synthesis of
these DHP has been studied.2e In this study, the
associative colloidal properties were characterised
according gel permeation patterns, which will be
discussed in Sections 4 and 6.

Even when such basic analysis will contribute to
long term advances in the uses of novel lignins and
new biomaterials, one has to recognise that the
only current applications which seems realisable, in

medium terms of about l0 years, concern indus-
trial delignification and pulping processes.

In the case of animal nutrition30 or of the pro-
duction of cellulosic fibres,3l one have also to
emphasise a great economical and environmental
opportunity. To our knowledge, only preliminary
results have been obtained at the laboratory scale
mainly to adapt the novel lignins to animal digest-
ibility; they will thus not be discussed here. In fact,
even when the first demonstration that lignification
affects only the digestibility of forage cell wall was
stated 30 years z5o,32 the same author recently
classified the identification of the components and
of the physiochemical feature of the cell wall again
at first priority. Mechanistic models describing the
digestibility of forage cell walls have been recently
reviewed again.32,33 Trying to include lignification
among the limiting factors most of them suffer the
main limitation not to include, for lack of more
basic knowledge, the main bottle-neck previously
einphasised: the differences between plant species
organs (biological diversity) and the chemical
variability of lignins organisation from molecular
to ultrastructural level (chemical complexity).

These limitations have been identified for normal
lignins in non-transformed plants; they are also
relevant but likely more difficult to manage, in the
case of transgenic plants. In both cases, they are
related to the questions of lignin structure and of
analytical approaches which will be now discussed.

4 LIGNIN STRUCTURE CLASSIFICATION:
soME QUESTTONS

Concerning first the molecular structure of lignins
and emphasizing the need to approach the biologi-
cal diversity at the levels of macromolecular, asso-
ciative and colloidal properties, it seems useful to
separate four successive patterns of organisation.

The first one could be a primary structure corre-
sponding to the topological sequence of mono-
meric units, It includes the most frequently
monomers encountered in natural lignins: (1) the
phenolic: (p-hydroxyphenyl)-; (2) the mono-
methoxylated (guaiacyl)-; (3) the dimethoxylated
(syringyl)- cinnamylalcohols. r+ One can emphasise
the occurrence of other substitution patterns of the
aromatic cycle such 5-hydroxy-3-methoxy phenyl-
cinnamyl alcohol (5-OH guaiacyl) described in a
relative significant amount of a few percent, in
some mutants and/or transgenic plants poplar,
rnaize and tobacco34-36 but also in small amount

LES  POLYMERES  VEGETAUX  Vol. 2 - part 1

342/529



56 B. Monties

(traces) in natural ecotypes of maize and birch.37'38
Interestingly, the occurrence of catechol was also
reported as methoxyl deficient unit in lignin of the
two woods of sweetgun and birch, before and after
fungal biodegradation by brown-rot fungi,38
strengthening the likelyhood of natural non enzy-
matic incorporation of methoxyldeficient mono-
mers in normal lignins.

The occurrence of other types of monomeric
units with different substitution patterns than
normal allylalcohols can not be forgotten for the
same reasons. This comment concerns particularly
the cinnamaldelyde types of monomers reported to
occur in CAD transformed tobacco.3e'eo kr 1h.
case of CAD transformed poplars, however,34'36
significant contents of only benzaldehydes, and
mainly syringaldehyde, were observed in the trans-
formed lignins. To our knowledge, these differ-
ences in molecular structure between CAD
transformed plant remain unexplained and require
further studies. It can, however, be assumed that
the reactivity of these aldehydic monomeric units
is dramatically changed due to the conjugation of
the terminal carbonyl with the aromatic cycle in
cinnamaldelydes. As a result, a higher oxydability
can be assumed even in mild conditions, allowing
both the cleavage of the monomeric unit with for-
mation of corresponding benzaldehydes but also
with easier depolymerisation of the lignin and with
easier delignification and pulping capacity, which
were also reported.36

The same comment also holds for the possible
occurrence of cinnamic acids directly linked or not
as monomeric units in grass lignins. An illustration
of such possibility has been recently provided in
the case of maize ligninar with the exclusive acyla-
tion of the terminal alcohol functionality of the
sinapylalcohol monomers. A controlled preacyla-
tion of these specific monomeric unit was thus
suggested to occur before incorporation into the
lignin network via oxidative polymerization. This
suggestion is in complete agreement with the
strong correlation reported during the develop-
ment of maize internodes between the contents in
p-coumaric acid and in syringyl monomeric units in
lignins.a2 Furthermore, concerning the postulated
occurrence of hydroxycinnamic acids, mainly feru-
lic and p-coumaric acid, as bridges between lignin
and other cell wall components,43'4a the direct
incorporation of acylated cinnamylalcohol in grass
lignin strengthens the possibility of formation of
two different types of internal and external bridges
previously suggested.4 Concerning the primary

structure and the various types of monomeric
units, it is thus finally surprising to observe that the
novelties in lignin chemistry arise currently from
results obtained as much using normal plants as
using transformed plants.

Concerning the other patterns of molecular
organisation of lignins, the questions related to the
molecular structure of the novel lignins are not
uneasy to formulate as published data are scarce
and often require confirmation.

Trying thus to avoid any hazardous extrapola-
tion, the three other relevant patterns could be
proposed:

o the secondary structure, corresponding to the
frequency and the sequences of the inter-
monomeric linkages;

o the tertiary structure, corresponding to the
three dimensional patterns resulting from
cross linking of preformed relatively short or

, slightly branched elementary chains, joined by
labile linkages; and

o the quaternatary structure, corresponding to
the aggregation of the oligomeric preformed
subunits in the cell wall matrix during bio-
synthesis or separatedo as products during
pulping procedures.

Taking into account these precautionary com-
ments, lignin structure will be discussed again in
the case of transgenic plants with antisense CAD
gene, using the only, to our knowledge, detailed
reports now published.34'3e'45

Before discussing these three topics, one has to
underline, in relation to the biological dimension of
the questions, that the available data correspond to
different plant species: woody poplar,3a and non-
woody tobacco,3e'45 transformed with different
CAD antisens constructs,a6 affording thus a large
range of depression of total CAD activity: from
20o/o,4s to more than 70oÂ.3a Very likely the con-
fusing data concerning the coniferaldehyde con-
tents of these transformed plants: ((a) significant
and variable contents as shown by thioaciolysis in
tobaccoes,3r'ls @) small unquantified peaks, shown
by PYMS, but only traces as shown by thioacido-
lysis in other tobaccoes,3e and (c) not detected by
thioacidolysis in poplars with however, substantial
recovery in control analysis using mixtures with
DHP34) could depend on biological differences in
the transformant metabolic capacities, even when
other biological differences such as cytochemical
distribution in the cell wall layers,aT which will be
discussed later. cannot be excluded.
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Concerning the secondary structure of such cin-
namaldelyde enriched lignin, a molecular model
was suggesteda5 based mainly on chemical depoly-
merization by thioacidolysis, which will be dis-
cussed later again (Section 5), and by comparison
with cinnamaldelyde enriched polymeric lignin
model (CA-DHP). With reference to the srrucrure
of soluble dimeric products of dehydrogenation of
coniferaldehyde,ae an extended conjugated aldehy-
dic polymer of coniferaldehyde monomer only was
drawn.as Even when such a stimulating model
provides a potential explanation of the wine red
colour reported both for CA-DHP45 and for the
reddish colour unevenly distributed in the tissues of
the CAD-transformed plants,3a'3e'as it suffers from
two main limitations: first, it too directly combine
data corresponding to DHP fractions respectively
solubleas and insolubleas prepared according to
different procedures, even when it is currently
accepted that the structure of DHP change
according to these procedures (Section 3 and Ref.
28); second, it does not include alternating con-
iferyl alcohol units among the coniferaldehyde
monomers; such alternance would provide a more
accurate view of the possible secondary structure
of these CA-DHP prepared, in fact, from mixtures
of the two types of monomers.a5 This second
points seems particularly relevant with respect
to the reported reddish hue. Alternating non-
conjugated units would likely change the colour
due to weaker interactions between monomers and
easier folding of the chromophoric sequences with
possible formation of charge transfer-complexes
which have been reported to contribute to the
colour of lignins.ae The fact that the colour of
other CA-DHP was reported to be pink,3a in con-
trast to non-uniform bright red colour of the xylem
cell walls of transgenic poplar,34'36 also agrees
with these commentso confirming thus the need of
further studies concerning the secondary structure
of these novel lignins.

Concerning the tertiary structure, one has to
state that only indirect evidence has been reported
for possible changes in relation to the extractibility
after alkaline treatment. An easier extractibility has
been claimed in the case of tobacco3e'45 and also in
the case of transgenic poplar wood having a higher
relative contents in alkali soluble lignin fractions
and a lower contents in residual lignin (kappa
number) in corresponding cellulosic pulp.3a Even
when publications concerning, this so-called ter-
tiary structure of lignin is scarce and frequently
forgotten in biological reviews, it seems relevant to

take them into account as they could provide very
stimulating means to improve the changes of alkali
solubility in transformed plants. Due to the very
rough data now available, only the conceptual
basis was summarised here.

The conceptual tertiary structure lignins assumed
here are directly based on the molecular theories of
delignification pioneered more than 20 years
ago;50'51 they consider the solubilisation of lignin
and the pulping processes as the progressive dege-
lation of the lignin networks occurring in the cell-
wall layer (Section 2). Three successive steps are
assumed to occur:5l the first one is the cleavage of
some specifically labile linkages, mainly aryl-alkyl-
ethers, and the release of so called elementary
chains followed then by deactivations and repoly-
merizations of these reactive smaller fragments and
a termination, with dissolved polymers (alignin)
containing only uncleavable or condensed bonds.

In agreement with the general formalism of the
dopolymerization of gels, lignin was in a first
step,so described as a three dimensional gel com-
posed of relatively short, linear or slightly branched
chains of l8 phenylpropane units. This first model
structure was approximated according to the
molecular model of Freudenberg,l assuming that
the benzylaryl ether linkage as the easily cleaved
bond. According to more precise kinetic studies of
delignification, it is now currently accepted that the
short linear chains are not uniform in length and
have a most probable distribution.s2 The tertiary
structure of lignins networks considered from
the point of view of alkaline solubility could thus
be a result of crosslinking of size dispersed ele-
mentary chains forming an insoluble gel, at high
conversion.

Concerning now again the increased alcaline
solubility of CAD transformed lignins, it can be
suggested that in addition to a direct activation
effect of the carbonyl functionality on the cleavage
of aryl-ether linkages, discussed earlier, the higher
extractability of fragments of lignin in transformed
plants and finally the proportions between soluble
and residual lignins in cellulosic pulp could depend
also on the size and shape and on cell wall locali-
sation of the dffirent lignin networks. Experi-
mental results53,54 have long ago indicated that the
lignin removal, during pulping, can be explained as
a simple diffusion of flat disc-like fragments of lig-
nin through the water-swollen cell-walls, remem-
bering the need to take also such factors to explain
the surprisingly large variability observed between
the residual lignin content in pulps and the antisens

LES  POLYMERES  VEGETAUX  Vol. 2 - part 1

344/529



58 B. Monties

repression of CAD activities in poplars.36 Not
enough data have been published to discuss these
points more in detail. For the same reason, OMT
transformed lignin properties from tobacco3s and
poplarss are not discussed. It even has been sug-
gested that the reduced proportion of dimethoxy-
lated syrinyl monomers in these transgenic lignins
is likely to lead to a more condensed polymer
richer in quinones and carbon-carbon resistant
linkages.55

Concerning the last pattern of organisation-
quaternary structure as related to the associative or
so called colloidal properties of lignins-no
experimental data concerning transformed lignins
have been published to our knowledge. As pre-
viously emphasised (Section 3), these last proper-
ties are, however, interesting to discuss as they
may concern both the biodegradability and the
performances of lignin based materials.

The associatives and colloïdal properties of lig-
nin preparations have been implicated for their
biodegradation in vitro,s6 in terms of electrostatic
and Van der Waals interactigns involving polar
and a polar groups of lignin macromolecules,
which will be briefly discussed later (Section 5).
Also related to this so called quaternary structure,
effects oftemperature and ofcarbonyl groups have
been reported on the structure and properties of
lignin monolayers,sT indicating that such molecular
characteristics may be more relevant to cell wall
organization than those derived from polymer
solution properties. Both of them are considered
with in this symposium,2e'sE in the case of models
with the aim of future studies on natural lignins.

Stressing now that the categorisation of lignins
network structure in the four patterns, suggested
here, could appear somewhat artificial when com-
pared, for example, with the corresponding one
now accepted for proteins, the main advantage of
such a classification would be to provide a sys-
tematic framework for more extended lignins
characterisations. Care has to be taken, however,
of the choice of analytical procedure on which such
grading can be based. This question will be briefly
discussed now.

5 ANALYTICAL APPROACHES OF LIGNINS
VARIABILITY

As methods in lignin chemistry were comprehen-
sively reviewed6'7 and difficulties again discussed,2o
the aim here is to emphasise some of the char-

acteristic difficulties (risks) of misinterpretation to
be feared in the case of studies of unusual trans-
formed lignins.

In addition to the general and too frequently
forgotten need to combine independent methods at
each of the levels to be studied,T a more specific
requisite, in the case of unusual lignins, is to con-
trol carefully the accuracy ofeach standard proce-
dure in terms of the type of transformation
realized. As discussed elsewhere,zo,ss a clear illus-
tration of such needed control is the fact that,
in the case of OMT transformed plants able to
contain some methoxyl deficiency like 5-OM-
guaicyl monomeric units, oxydative degradation
procedures such as nitrobenzene oxidation have
not to be used as they oxidatively destroy this
unusual monomer.T Imperatively one has to select
some procedures protecting these labile structure
such as acidolysis after functionalisation3s or
thioacidolysis.6'37
'A second illustration which has to be stressed

here concerns again the nitrobenzene oxidation, as
one of the reference procedures2'6 to characterise
the monomeric composition of lignins.

It has been shown about 30 years agose and
confirmed60 that the yield of depolymerization
(and thus the corresponding calculated composi-
tion) significantly changed according to the type of
tissue and the temperature in the range between 160
and 190"C. Such results are particularly relevant
when the chemical composition of differents tissues
or organs is compared according to their stage of
development, but this is not so in the case of mature
wood (xylem) and this is not clearly stated in the
reference books of lignin chemistry.2,6In the case of
unusual and/or acylated monomeric units, as dis-
cussed in Section 3, these problems are, however,
relevant as varying the temperature of degradation
in the case of wheat lignin has indicated a higher
complexity of likely the secondary structure6l for
example. Similar effects in the case of other species
(sorghum and maize) have thus been also compara-
tively studied.62 In the frame of the current genetic
transformation of lignification of maize and of
further analysis of some corresponding b.m.
mutants for example,42 such adaptations were par-
ticularly relevant for characterisation of mutants as
it is well known that the digestibility of grasses cell
walls can be increased by alkaline treatments
affecting, among other components, the lignins net-
works in the cell wall layers;42 it will very likely also
be important to consider for future transformants
of grasses.
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Due to lack of space, the other comments con-
cerning the analytical approaches of lignin struc-
ture will be limited to three points--determination
of total content and characterisation of primary and
of secondary structures.

Total content of lignins has for a long time, been
clearly recognised as a difficult task even in the case
of the standard procedures by acid swelling and
precipitation.6 Underestimation by loss of acid
soluble fraction and overestimation by copolymer-
isation with non lignin components has been
clearly evidenced.2'6 In the case of transformed
plants frequently studied at a juvenile stage of
development, care has thus to be taken for copre-
cipitation with structural cell wall proteins63 which
has been reported as contamination of Klason lig-
nin and which occurs in relatively large amounts,
more especially in young primary cell wall layers,
and even in woods.64'6s A combination of pro-
cedures has thus to be recommended again, taking
into account, however, the possible change of
chemical properties of transformed lignin, alkali
solubility or chromophoric prgperties (Section 3)
which could thus affect the accuracy of the deter-
mination of lignins content.

Concerning the monomeric composition and
primary structure, changes in the nature of the
depolymerization products and yields has to be
checked in the case of transformed lignins.

The difficulties concerning the oxidative pro-
cedure, such as nitrobenzene oxidation, having
been illustrated previously, only the acidolytic
procedures (acidolysis, thioacetolysis and thio-
acidolysis26) will be considered now.

Acidolytic procedures have the invaluable
advantage to cleave selectively the most charac-
teristic and frequent arylalkylether linkages,
whatever the type of monomers. They further
allow the recovery of non-substituted, so-called
non-condensed monomers (NCM) and a series of
oligomeric units linked by non-cleaved linkages,
so-called condensed monomers (CM). Among
them, dimeric degradation products have been
identified using both thioacetolysis66 and thio-
acidolysis,6T with reproducible and relatively high
yields of about 70oÂ of tbe total in situ wood lignin
contents, in both cases.66,68 Due mainly to this
selectivity, acidolytic procedures are very well
adapted to study novel lignins. Due to its high
sensitivity and reproducibility, thioacidolysis
revealed itself as a convenient method to charac-
terise transformed lignin5.3+-3e,+s Even when
uncomplete cleavage of some acylated monomeric

units was confirmed after thioacidolysis of grasses
lignins,6e its combination with other degradation
procedures such as microwave assisted alkaline
degradation,To or other alternate methods6e is thus
recommended. In this respect, two-dimensional
NMR has to be also considered,Tl even suffering
the major general drawback of requiring solubil-
ization of lignins fractions. Matrix Assisted Laser
Desorption flonization mass spectrometry @ALDI)
of lignins,T2 would be further a method of choice to
approach the composition and the secondary struc-
ture of the transformed lignins as it has allowed to
directly describe the molecular weight distribution,
up to nanomers and decamers, of respectively
native birch and sequoia lignins fractions.T2

Concerning finally the secondary and tertiary struc-
tures, one have to stress that no gel permeation
data concerning transformed lignins have been
published to our knowledge, even when the interest
of such methods is recognised23'5r,73'74 in delignifi-
cation, leaching and/or alkaline solubilisation-studies
previously considered (Section 4). Complementary
to the recommended use of acidolytic methods for
characterisation of lignin composition, the interest
to combine mild acidolysis66 and thioacidolysisTs
with gel permeation chromatography of the
depolymerization products has thus to be stressed
here. Being easier to use than MALDI, and due to
a good reproducibility, they could allow compara-
tive fingerprinting of the depolymerization pro-
ducts corresponding to the elementary chains as
previously discussed (Section 4, Refs 50, 51). The
interest of such procedure will be later again dis-
cussed when considering li gnins biodegrada 1i6çt7 6,7 7
in Section 6.

Having now reviewed successively some aspects
of the definitions and the potential interest of lig-
nins in relation to their complex molecular struc-
ture whatever they arise from natural or
transformed plants, a first tentative conclusion can
be drawn emphasising the need not to limit their
characterisation to a rough monomeric composi-
tion (nature and frequency of both condensed and
non condensed monomers).

It is suggested to consider more systematically
the other levels of macromolecular complexity such
as the so called secondary, tertiary and quaternary
patterns of organisation even when such classifica-
tion could be somewhat artificial. In this respect,
the rough use of the procedures described in the
reference books has to be revisited and when
necessary, adapted by changing the conditions of
reaction in order to take analytical advantages of
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stronger6r'70 or/and milder66'78 degradation condi-
tions. The final aim is the characterisation of the
macromolecular properties of lignins networks
fractions, so priority has to be given to the milder
adaptations. In agreement with this suggestion the
possibility of extensively cleaving ether linkages by
mild hydrolysis, was recently confirmed.Te These
data are very interesting as they indicate the possi-
bility of recurrent homolytic cleavages of the
terminal unit such as coniferyl alcohol or con-
iferaldehydes, by a kind of peeling reaction and
thus could provide complementary information on
the lignins network organisation.

6 BIOLOGICAL CHARACTERISTICS OF
LIGNINS VARIABILITY

Considering now the biological variability as the
second component of the bottle-neck concerning
the novel lignins in transformed plants, one has to
first underline that, until now, this variability has
been quite exclusively expressed.in terms of changes
in monomeric composition in non condensed
monomeric units (NCM), calculating eventually by
difference the corresponding contents in condensed
units (CM) .32'34-36,45'80-82 As previously stressed,
for methodologically unavoidable reasons, all these
characterisations are limited to a significant frac-
tion of the total content and have thus to be con-
sidered as relative. Comparing thus now the
syringyl (S) to guaiacyl (G) ratio corresponding to
the NCM in the case of transgenic plants, natural
mutants with their normal control plants, Table I

Table l. Biological variability in non-condensed monomeric
syringyl (S) and guaiacyl (G) units as shown by thioacidolysis
(yields in micro-moles per grâm of total Klason lignin, mean

standard deviation less than 57o)

S + G S/G

shows that the natural variations in both total
(S + G) and relative (S/G) yields are larger than
those induced, until now, by genetic transforma-
tions. Further Table I allows one to compare the
composition of corresponding tissues (phloem ver-
sus xylem) from the stems of some other natural
plants, indicating even more large differences.
Nevertheless and even when NCM content pro-
vides an incomplete description of the total lignins,
these evidences of such large and significant varia-
tions between controls and transformed are unam-
biguous even when the origin of these variations
remains largely not understood. As a matter of
fact, one has to strongly emphasise that most of
these comparisons were based on analysis of whole
stems samples and thus confuse not only the dif-
ferent types of networks from the cell wall layers
but also several anatomical levels from cells in the
same tissue to organs for examples.

The differences between the S * G and S/G
values (Table l) for xylem and phloem clearly
demonstrate this fact. Further, it has been also
reported that such values significantly change
according to the stage of development of the stems
in the case of alfalfa,ll but also according to
manipulation of the stem development after treat-
ment with mixtures of growth factors, in the case
of Colevss6 and Kenaf.8a

These variations allow one to consider in more
detail the possible cytochemical origin of such dif-
ferences. A very elegant and relevant demonstration
of this fact has been recently provided in the case of
antisense CAD transgenic tobacco.8T In addition to
significant differences of absorption spectra of fiber
and vessel, a novel lignification pattern was observed
in the fiber at the cell corner regions, suggesting that
this antisens-CAD-gene construction may cause
other unexpected regulatory effects on cell wall for-
mation than only a reduction of the cinnamalde-
hydes content. Such suggestion requires validation in
the case of other transformants. It, further deserves
interest as a specific relative enrichment of con-
iferaldehyde and coniferyl alcohol terminal units has
been reported in the cell wall of Spruce fibres,
between the primary and the secondary wall layers8s
as this increase coincides with a preferential region of
cleavage during chemi-mechanical pulping. Such
topochemical effects, if confirmed to also occur in the
case of transgenic CAD poplar, could not only con-
tribute to explaining the easier pulping previously
discussed36 but also the differences of stiffness and
modulus of elasticity reported in the case of antisens
CAD transformed tobaccoes.se

Poplar

Tobacco

Maize

Sorghum

Alfalfa

Kenaf

Rose

3 1 8
414
360
361
723
787
l 0 l
76r
645
976

r766
2270

146
7s9

36

39

42

83

l l

84

85

(r)
(c)
(r)
(c)
(M)
(c)
(M)
(c)
(P)
(x)
(P)
(x)
(P)
(x)

1 .36
1.67
0.85
0.75
1.47
J . Z J

0.82
0.97
0.40
0.22
8 .  l 0
1 . 3 3
t .7s
1 .48

T: CAD transformed; M : brown midrib mutant: P: phloem
(stem); X:xylem (stem); C:control plant.
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Another point concerning the biological varia-
bility of plants transformed by antisense manip-
ulations requiring a brief comment is the reddish
colours associated with the xylem of both OMT.35
and CAD3a,3e'45 transformants. These reddish col-
ourations were drawn closer to the brown-reddish
colour of the midribs of the b.m. mutants of Maize
or Sorghum without, however, any unambiguous
chemical data to strengthen such ranking. As the
red colour in the case of CAD transformed Poplar
appeared to be associated to varied chromophoric
systems, only partly soluble and unstable in alka-
line solution3a but solubilised in standard pulping
conditions, it seems safer to accept thus the
hypothesis of a coniferaldehyde related chromo-
phoric structureas in the case of antisens CAD
transformed plans. In the case of an OMT trans-
formed plant, the contribution of quinone-related
chromophoric structure, discussed in Section 4,
seems more likely. One has to stress, in this respect,
the multiple possible origins of such induced red-
dish colour reported for example also to be linked
to synthetic DHP from o-diphenolic monomers
such as cafeoyl alcoholeO and even after feeding
ferulic acid, to the veins of Timothy grass leaves
after in-vitro ageing.er

Finally, even when to our knowledge, no study
has been published concerning the chemical aspects
of the biodegradation of any transformed lignins,
the biodegradability of standard lignins deserves
some comments related mainly to the effects of
colloidal properties and monomeric structure.

Focussing the comments on biodegradation by
oxydative enzymes, one has first to state that most
of the studies have been based only on oligolignols
and mainly dimers and that the macromolecular
dimension of the problem has been thus, even
now, too frequently neglected. This situation com-
pares with digestibility, as previously discussed
(Section 3).

The fact that the quaternary structure of lignin
network affects its biodegradability has been
established using colloidal solutions of isolated lig-
nin, as compared to the oxidation of the same lig-
nin preparations precipitated in water medium.e2,e3
As the kinetic of oxidation was very rapid with
colloidal lignin as compared with the precipited
one, and as the molecular size distribution shown
by GPC confirmed these effects, it was concluded
that the physical state of macromolecular lignin
preparations affects their biodegradability. The
physico-chemical mechanism of this effect remain
unexplained, as very likely it depends of the occur-

rence of small size cofactors and proceeds by
simultaneous polymerization and depolymeri zation
reactions which could be compared to those cate-
gorised in the case of delignification (Section 4).

More recently comparing the reaction mech-
anism of several peroxidases, the effect of free
terminal phenolic functionalities was evidenced
indicating that only lignin peroxydase was able to
cleave G and S aryl--ether linkages in non-phenolic
lignins prepared by exhaustive methylation.TT
These results suggested that the oxidative degrada-
tion of dispersed lignins preparation could proceed
through recurrent bond cleavage and formation of
phenoxy radical in a way which compares to the
peeling type reaction previously discussed in the
case of mild homolytic delignification.Te

This similarity is probably not fortuitous and
require further studies but cannot be discussed
more in detail here due to lack of data on trans-
formed plants." 

Having illustrated the importance of the biologi-
cal variability of lignins, a second tentative con-
clusion can be drawn stating that whatever the type
of changes predictable in the chemical structure
and properties of transformed lignins, care has to
be taken absolutely on the biological dimension of
the variability resulting both from the space and
time control of the expressions of the genes and
from the ecophysiological regulation of the corre-
sponding metabolic processes. In this respect the
tissue changes in the types of lignification illu-
strated in Table I and discussed elsewhererl'85'87,88
appear to be of paramount importance for the
future uses of lignins and of transformed plants,
and thus require further studies.

7 GENERAL CONCLUSIONS

As a first general conclusion, it can be stressed that
very significant progress seems possible in the two
bottle-necks----chemical complexity of lignins net-
works and biological variability of lignification-
which mainly impede the advances in utilisations of
lignocellulosic products by use of novel lignins and
genetically transformed plants. Ironically, however
one can emphasise that the naturally existing
variability, until now described, is very large and
even larger than the corresponding one induced by
transgenesis of natural plants. In this respect, the
ability of evoluted plant to produce reaction woods
with dramatic changes in the lignin structure and
mechanical properties,e+e6 which could not be

LES  POLYMERES  VEGETAUX  Vol. 2 - part 1

348/529



62 B. Monties

discussed here, is very relevant. A natural poplar
clone producing high quality pulp has even been
identified among other clones and characterised by
its natural ability to produce less lignin in its reaction
wood, providing better properties after pulping.eT

A second general conclusion could emphasise the
much larger variability in lignification patterns
involving syringyl units versus guaiacyl ones, as
shown in Table 1, for example, in the case of both
transformed and normal plants. Referring to the
metabolic discrimination between primary and
secondary metabolism which are respectively com-
mon or specific of the most evoluted plants, it
could be stated that guaiacyl metabolism seems of
the primary type, mainly associated to vessels and
translocatioî common to the so called evoluted
plants, and that it can be opposed to the syringyl
metabolism, mainly associated to fibre cell wall and
mechanical properties much more variable and
adaptable, as in the case of reaction woods. Such
differences, which have not been discussed until
now in the case of normal and transformed plants,
could be of great practical interest when con-
sidering possible new productions and uses of
transformed plants.

Finally, care has to be taken not to undervalue,
however. some unforeseen difficulties as stated in
the Introduction. The conclusion of an excellent
review, too frequently forgotten, of Erdtman
always holds (and can be adapted):

"In these days when many lignin (bio)chemists
appear to believe that thè ultimate solution of
the lignin problem is near, it may be useful to
remember that our belief is greater than our
exact knowledge."es
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Chemical assesment of lignin biodegradation
some qualitative and quantitative aspects

Bernard Monties *
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Abstract: The molecular structure of lignins (occurrence of condensed and non-condensed monomeric units and associations with
phenolic acids by ether and ester linkages) have been reviewed in this paper. Critical aspects of chemical determination of lignin
content and monomeric composition have been discussed in the case of nitrobenzene oxidation and thioacidolysis. As an example
of assessment of lignin biodegradation by peroxidases, lignin peroxidase and horseradish peroxidase have been compared,
indicating that horseradish peroxidase is a ligninolytic enzyme, confirming the influence of the physical state of lignins on their
biodegradability and the general difficulty to characterize biomacromolecules.

Key words: Molecular structure of lignin; Condensed and non-condensed units; Ester and ether linked phenolic acids; Peroxidasic
degradation of lignin; Peroxidase; Horseradish peroxidase; Phanerochaete chrysosporium

Introduction

Chemical characterization of lignin is not an
easy task at both qualitative and quantitative lev-
els, corresponding to the unambiguous identifica-
tion of lignins and to the determination of the
total content, of the types of intermonomeric
linkages and of the monomeric composition. As
both molecular structure and physico-chemical
properties of the macromolecular network are
changed during the biodegradation processes, as-
sessment of lignin biodegradation is even a more
difficult task.

It is the goal of this paper to (i) briefly recall
on lignin molecular structure with emphasis on

* Corresponding author. Tel.: (1) 30 81 54 64; Fax: (1) 30 81
53 73.

s s D l  0 1  6 8 - 6 4 4 5 ( 9 3 ) 8 0 0 7 9 - Y

the occurrence and possible origin of the variabil-
ity of the frequency of intermonomeric linkages;
(ii) review some aspects concerning the determi-
nation of lignin content, mainly molecular com-
position (monomeric composition and inter-
monomeric linkage frequencies); and (iii) illus-
trate some of these challenges in the case of
peroxidase degradation of isolated lignin.

This discussion has been supported with re-
sults recently obtained at Grignon in cooperation
of Brigitte Chabbert, Bernard Kurek, Catherine
Lapierre and Marie-Thérèse Tollier (manuscript
in preparation). To illustrate the difficulties with
assessing lignin biodegradation, this review con-
firms the general need for characterization, like
other bio-macromolecules with partly unknown
molecular structure, by combining complemen-
tary analytical procedures as previously empha-
sized [1].
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Fig. 1. Molecular structure of the most frequent cell wall-linked phenyl propenoic acids (A:H or G). Corresponding phenyl-
propenoid alcohols provide the monomeric units of the lignin macromolecular network.

Variability in molecular structure of lignins

Lignins are currently defined as biological
macromolecules resulting from polymerization of
hydroxycinnamyl alcohol monomers, mainly by
alkyl-aryl ether monomeric linkages. Variability
in molecular structure arises mainly from differ-
ences in the relative proportions in monomeric
units such as phenyl (H), guaiacyl (G) and sy-
ringyl (S) types shown in Fig. 1 and in types of
intermonomeric linkages found in the different
cell wall layers, cells and tissues according to
plant species (Fig. 2).

According to data reviewed previously [1,2],
Fig. 2 shows a general scheme of lignin including
the prominent types of intermonomeric linkages

cH'oH 
5 6 

Î

found in wood lignins: B-O-4 and a-O-4 aryl-al-
kyl ether, so-called 'non-condensed linkages', and
the corresponding F-5', F-I', 5-5', 4-O-5' and
F-F', so-called 'condensed' linkages as discussed
below.

Illustrating the large variability of monomeric
composition of wood and grass lignins, Table 1
shows the relative proportions in non-condensed
monomeric units recovered from thioacidolysis of
in situ lignin. As previously discussed [3], due to
its high specificity for aryl-alkyl ether cleavage,
thioacidolysis allows for determination of the so-
called 'non-condensed monomeric units' which
are characterized by a phenyl propane skeleton
with a Cu-C, structure (Fig. 1) without any car-
bon-carbon or carbon-oxygen-carbon linkages

ô i cï,oH
cH,oH._rJ;_"[_G:.i,""i-"-'GË"-É"-"",ou

\T Ç 
I-C

"[o]f,, cHloH 
]---.\, j

ti-{, .i'-"<_}ô'-th-'"",on
t l

c\^rcl\o

H O  O H
Fig. 2. Prominent types of intermonomeric linkages occurring in wood lignins. R, a-ether linked non-lignin components, such as

polysaccharides, in lignin polysaccharide complexes (LCC) as previously discussed [1,2].
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found in the 'condensed linkages', as previously
specified (Fie. 2). Confirming the large variability
in monomeric composition of lignins, previously
discussed by Sarkanen [4] for example, Table 1
also shows the occurrence of large variations in
the total yields of depolymerization (H + G + S)
which are indicative of structural differences be-
tween lignins such as for example the relative
frequency of condensed and non-condensed
monomeric units.

In addition to the molecular heterogeneity ex-
tensively studied at Grignon and in other labora-
tories, particularly at Nagoya by Terashima and
co-workers [1,5], the importance of the biological
variability in lignin structure has been more and
more clearly recognized with for example:
A. the identification of the unconventional 5-hy-

droxyguaiacyl monomeric units (5 OHG: Fig.
1) in brown-midrib mutants of Maize [6] and
of Sorghum [7];

B. the induction of changes in lignification pat-
tern, such as molecular composition in
monomeric units and in relative proportions
in condensed vs. non-condensed intermono-
meric linkages, as shown by total S + G yield,
in both xylem and phloem fractions isolated
from Coleus [8] and Kenaf [9];

C. biomimetic studies of the dehydropolymeriza-
tion of coniferyl alcohol (G: Fig. 1) by horse-
radish peroxidase, showing very significant
changes in the molecular structure of these

Table I

Variability of molecular structure of total in situ lignin from
some woods, straws and crop stems lignin

Species

2'�79

^lable 
2

Changes in molecular structure of synthetic lignins according
to the conditions of dehydropollnnerization

Type of units

Non-condensed

B,a-aryl ethers

Condensed

B-p'
B-5'�
p-t
4-O-5'�
5-5'

620

25
66

Trace
Trace

9

700

14
57
1 l
z

1 6

1260

Trace
J J

26
6
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Four dehydropolymers DHP of coniferyl alcohol were poly-
merized using horseradish peroxidase at pH 6-7 in phosphate
buffer using (A) slow addition of commercial HrOr; (B)
H2O2 generation from glucose/Or/glucose oxidase; (C)
Coniferyl alcohol generation from coniferin/glucosidase; with
teference to (D) lignin fraction from spruce (MWL). Yields in
pmol g-1 of DHP or MWL lignin.

dehydropolymers (DHP) according to the con-
ditions of polymerisation. Confirming the
changes in the relative proportions of the
non-condensed monomeric units and of the
dimeric condensed structure, linked by re-
spectively F-F', F-5', B-1 ,5-5' and 4-O-5' pre-
viously reported between such DHP [10],'lable 2 shows that similar changes can be
induced according to the availability of sub-
strates: HrO, formation from glucose-glu-
cose oxidase and coniferyl alcohol formation
from the coniferin-glucosidase system [11].

Contributing to changes in both physical prop-
erties of the lignin network and in chemical reac-
tivity of monomeric units and intermonomeric
linkages, such molecular variability thus increases
the complexity of the analysis of lignins.

Analysis of sound lignin

Even in the case of 'sound lignins', that is any
lignin before any biological or technological
transformation, determination of both lignin con-
tent and composition requires careful assessment
of the effects of the differences in the molecular
structure of lignin network on the accuracy of the
analysis.

c

770

1 1
52
5
4

28

Total
( H + G + S )

Percentage
(H/G/S)

Notofagus philipinna

Cerasus auium
Populus euramericana
Pinus syluestris
Robinia pseudoacacia

Medicago satiua
Linum usitatissimum
Titicum satiuum
Zea mais
Oryza satiua

2355
2528
1949
I  141
t926
r206
r260
t477
606
633

n/12/88
n/23 /77
n/39 /61
2/98/n
n/37 /63
n/64 /36
n /80 /20
4 /43 /s3
4/3s /6r

15 /4s /40

Yields in H, G, S non-condensed monomeric units (see text)
in ptmol g - 1 Klason; n, not determined or low relative amount.
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As most of these questions have been empha-

sized in a comprehensive review on methods in

lignin chemistry [12], only some specific aspects

concerning determination of lignin content,

monomeric composition and associated cell wall-

linked phenolics will be briefly reviewed.

Determination of lignin contents
Concerning determination of lignin content,

comparing the direct gravimetric (H2SO4 precipi-

tation) and the indirect spectrophotometric
(acetylbromide solubilization) methods, it has to

be emphasized that systematic errors occur dur-

ing precipitation according to the experimental

conditions (reagent composition, time and tem-
perature of reaction) when accuracy of spectro-
photometric determination mainly depends on

molecular structure differences and changes re-

spectively before and after solubilization. Thus

large and systematic errors occur whatever the

type of material, for example wood or straws [13].
Some factors affecting the reliability of acid de-

termination of lignin have been also discussed

comprehensively by Dence [14], who underlined

corrections when accurate value for total lignin

content is required in the case of direct methods,

and who, pertinently, emphasized that under

some circumstances, not one spectrophotometric
method represents a viable analytical approach of

the absolute lignin content, which is in agreement

with previous reviews [1,4].

Monomeric composition characterization
Concerning the determination of the mono-

meric composition of lignin, and taking into ac-

count only the reference method by nitrobenzene

oxidation, one has to recall that systematic errors

may arise from the choice of both different exper-

imental conditions (time and reaction tempera-

ture) according to the type of material. A very

relevant demonstration of such errors has been
provided by Venverloo [15], who reported dra-

matic differences in the yield of oxidative degra-

dation products: p-hydroxybenzaldehyde (H),

vanillin (V), and syringaldehyde (S) according to

various times and temperatures of reaction in the

case of xylem from Poplar but also according to

the types of Poplar tissues (xylem, phloem and

tissue cultur"). At previously discussed, such sys-
tematic differences can be tentatively related to
differences in lignin structure and reactivity, and
require deeper studies. Further, care has to be
taken that the S/V or H/S/Y molar ratio are
not absolute measures of the amount of uncon-
densed phenylpropane units in lignin due not
only to the previous intrinsic lignins factors, as
recently emphasized again by Chen [16], but to
the extrinsic occurrence of cell wall-linked pheno-
lics such as hydroxycinnamic acids in grasses

[5,17], but also tyrosine and tyramine in wounded
plant tissues [18] whose nitrobenzene oxidation
also provides aromatic aldehydes such as H
and/or G.

In this respect, acidolytic procedures [1,19] and
particularly thioacidolysis, recently developed in
our laboratory [20] provide, as main advantages
when compared to nitrobenzene oxidation, a
higher selectivity for cleavage of aryl-alkyl ether
linkages, allowing a more exact evaluation of the
ratio between non-condensed and condensed
structure, and a higher accuracy, related to the
possibility to characterize ortho-diphenolic struc-
tures such as 5-hydroxy-guaiacyl monomeric units,
as discussed above, or catechol as biodegradation
products, as discussed below. As this has been
discussed recently in more detail [1,18,20], these
aspects will not be discussed any further in this
paper.

Characterization and determination of cel wall-lin-
ked phenolic acids

Concerning the phenolic acids related to ligni-
fication, one has to recall first that only p-
coumaric and ferulic acids (Fig. 1) have been
unambiguously found as cell wall-linked pheno-
lics restricted to the super order of Comeliniflo-
reae which includes grasses (Gramineae) [21]. In
addition to the occurrence of cell wall-linked
phenolics, grasses can be characterized by a rela-
tively low total lignin content, by systematic oc-
currence of silica bodies and by a low galacturo-
nan content, suggesting a specific reticulation
pattern of cell walls related to lignification [21].
In agreement with this suggestion, as far as the
polysaccharides are concerned, ferulic acid - and
less frequently p-coumaric acid - has been re-
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Alkaline cooking
Acidolysis

34.4+0.6
22.2+0.4

24.8 + 0.5
24.4+0.8

Table 3

Comparison of the total content in p-coumaric and in ferulic
acids linked to wheat cell wall (CW) bv ester and ether
bounds

Contenl Ferulic p-Coumaric

28r

complexity of lignin analysis. The more specific
plants species are, the more these variations in
lignification pattern have to be taken into ac-
count in analytical assesment of lignins.

A case study: peroxidase degradation of spruce
lignin

Degradation of lignin by plant peroxidase is
currently a fundamental and controversial ques-
tion. For example, a plant peroxidase from horse-
radish has been reported to vigorously depoly-
merize milled wood lignin in organic solvent con-
taining few percent of aqueous buffer while being
unable, however, to degrade lignins in aqueous
solution [251. Later on, this statement however
has been reassessed by l-ewis et al. 126l who, in
contrast to these previous claims, reported that
vigourous depolymerization of synthetic lignin
(DHP: dehydrogenatively polymerized) did not
occur in aqueous organic media.

Biomimetic oxidative degradation of a milled
wood lignin fraction (MWL) isolated from Spruce
wood has thus been studied 1271, comparing the
effects of a fungal lignin peroxidase (LiP) ob-
tained from Phanerochaete chrysosporium and of
a plant peroxidase from horseradish (HRP). Tak-
ing into account the influence of the physical
state of lignin on its enzymic degradability [28],
oxidasic degradation was performed on MWL
dispersed in water into a colloidal solution; this
was achieved by adding lignin as dimethyl for-
mamide solution (10 mg ml-r) into de-ionized
water under stirring as previously described [29].

Lignin was oxidized in a non-buffered medium
(pH:5) containing 10Vo DMF and 1 mg ml-l
MWL, by LiP (26 p.g ml-1) or HRP (3 or 30 pcg
d-1). Enzymes were added every 20 or 120 min,
respectively, during 4 h with addition of HrO,
every 5 min (66 p.M) for LiP and 20 min (100
pcM) for HRP. Veratryl alcohol (VA) was added
(1.6 mM each 10 min) during LiP experiments
(data submitted for publication together with B.
Kurek; [29]).

Lignin biodegradation was characterized I by
combination of size exclusion chromatography
and thioacidolysis.

Total content, determined using alkaline cooking or acidolysis
according lo rel.[23] or [22], respectively, expressed in pg g-t

CW; rnean * standard deviations (four replications).

ported as ester-linked to xylans when, however,
p-coumaric acid was preferentially linked to the
lignin fraction isolated for example from wheat
straw. In agreement with the likely occurrence of
independent metabolic pathways of linkage of
these phenolic acids to the grass cell wall, the
occurrence of ether linkages between mainly fer-
ulic acid and lignin, reported first with Scalbert
1221, has been confirmed by Iiyama et al. 1231.
Strengthening the hypothesis of a cross-linking
function of FE and PC acids in Gramineae cell
walls [2,21,22], Iiyama's results were obtained by
a combination of two successive alkaline hydroly-
sis at ambient and high temperature which basi-
cally differs from the acidolytic procedure used
with Scalbert. Concerning to the critical assess-
ment of lignification pattern, Table 3 compares
total contents (ester plus ethers) in cell wall-lin-
ked p-coumaric and ferulic acid to an extractive
cell wall residue of wheat straw, as shown by
these two analytical procedures (to be published
together with M.T. Tollier). A significant discrep-
ancy, unambiguously found in the case of total
ferulic acid only, has been related to the ether
content (data not shown) and could be related to
the occurrence of two types of ferulic ethers,
linked by a and p-elher bounds, respectively.
The same type of results have also been obtained
recently by Kondo et al.l24l with dioxane-soluble
lignin fractions from wheat straw and by E. Billa
with high yield pulp from wheat straw (to be
published).

Contributing to changes in both molecular
structure and chemical reactivity of lignins, such
extrinsic factors also contribute to increase the
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Table 4

Relative changes in molecular structure of spruce MWL lignin
after peroxidasic oxidation by HRP and by LiP

LiP HRP MWL control
(change %) (chaneeVo) p"molg-1

Non-condensed
Totaf monomers 47 + 2
Coniferaldehyde 60+ I
Van i l l i n  144+ l l
Catechol 450+30

80+ 2

9 5 + 1 1
120+ 6

Condensed

B-s
B-r
5-5'�
4-O-s'�

4 2 + 1 0  7 6 +  3
45+ 4  77+ 6
65+ 2 92+ 4
77+ 4  90+10

Relative changes in percent of non-oxidized MWL control:
means t standard deviations and composition of MWL control
in pmol g 1.

No change in lignin elution pattern was shown
after HRP oxidation: the same result was ob-
tained with LiP when VA was omitted. Signifi-
cant changes in elution pattern, however, were
observed when MWL was oxidized by LiP with
VA added, as shown by a higher relative content
in fractions with higher hydrodynamic volume
and a corresponding lower relative content in
fractions with a smaller volume. Table 4 com-
pares the molecular structure of the MWL frac-
tions before and after peroxidasic oxidations by
LiP and by HRP, respectively. Data are shown
for non-condensed monomeric guaiacyl units in-
cluding the terminal one, for coniferaldehyde,
vanillin and catechol units which, due to the mild
reductive conditions of thioacidolysis, were char-
acterized unambiguously.

Using GC-MS according to Lapierre [31], Table
4 also shows a preferential relative decrease in
B-5 and B-1 dimeric units as compared to the
relative changes in 5-5' and 4-O-5' units, suggest-
ing a higher susceptibility of these dimeric struc-
ture to enzl,rnatic oxidation, the mechanism of
which remains unknown. Whatever the differ-
ences and even when gel permeation experiments
did not allow to demonstrate any biomimetic
degradation by HRP, in agreement with I-ewis et
al.1261, Table 4 allows to conclude that HRP also

exhibits ligninolytic properties, in agreement with
Dordick et al.1271.

Interestingly, from the point of view of assess-
ment of lignin biodegradation, one can thus em-
phasize that the opposite conclusions reported in
the papers of Dorkic and of Lewis and co-workers,
respectively, could likely both be accurate. As a
matter of fact, one can suggest that these 'oppo-

site' observations could be related, in addition to
other factors such as structural differences in
lignin substrate or in enzyme activities, to differ-
ences in reactivity related to the physical state of
the substrate. Such differences have been evi-
denced previously, at Grignon, by comparison of
HrO, consumption by LiP in the presence of
precipited washed lignin, of partially precipitated
lignin and of colloidal lignin preparations of the
same MWL fractions; according to these differ-
ences, the consumption of HrO, was respectively
found unsignificant, weak and strong (see p. 411
Fig.6 of ref.l29l).

In conclusion, again considering the question
of assessment of lignin structure and biodegrada-
tion, it seems also advisable to recall attention to
first combine independent analytical methods as
much as possible to characterize sound or de-
graded lignins and, second, to take into account
any possible physico-chemical changes in lignins,
as biodegradation substrate, before drawing gen-
eral conclusions on its biodegradability. Further-
more, one can even emphasize that these two
conclusions may apply to any complex polymeric
structure whose molecular properties are only
partially known.
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This revisw brietly rscalls chomical datÂ
rêlal€d io lhs variations in tho moloqrlar
strucluro ol lignin and mainly discusses
the biochemical hetêrogeneity ano occur'
rence ol associations between lignins and
other cetl wall components. In an attèmpt
to relate the lormaiion ol such lignin nêt-
works to possible functions of lignins' a
new hypoihesis on the ssll-organizalion
properliss of lignin is Presst ed.

From a bioc'hemical point of view, lignins
are particularly @mplex polymers whos6
chemical struâure changes within planl
species, organs, tissues' cslls and âvsn
câ|l frætions. Furth€rmors, lrom a Physio-
looical point of view, lignin biosynthssis is
uniusuai in thal the finâl polymstization
stêg is only onzymatically initiatgd and is
ranbom chemically dir€ct€d' Occurrsncê
ol such random synthssis raises the con-
tral question of tho origin of the biological
fitneis ot lignification to the li16 clcls ol
plants. This quastion is relevant not only
ior the tormation ol 'abnomal lignins' and
'lionin-liks compounds' in roaclion woods,
aÀd wounded and disaased lissues bul
also in the case of 'normal' lignin in wood
xvlêm. Such random polymerization may
aiso be relevant in relation to the evolution
ot the quality of the lignocêllulosic pro-
duas, sirch 

'as 
during heartwood torma-

tion, drying ol logs and sarvings, and hffd'
board and Paper manulactura' as sug'
oested, resfuively, for sxample by Sar-
iansn (1971), Northcote (1972)' Frv
(1986), Èack (1987), Jouin af a/.' (1988),
;d Hbrn and Sôtlerholm (1988).

This revisw focNisas thus on ssll'organi-
zation and recalls.only brielly the chêmical
and biochemical propertios of lignin in
relation to other Plant cell wall compo'
nsnts. Due to gdition constranls' only
main rslôvant reletencês are cited.

Molècular structulo of lignin

,r vilro model studigs and în viw axPe'i'
menB (Freudenberg and Nêish' 196E;
Hiouchi. 1985) have shown that the gen-
eiàf motecutai structure ot lignin can b€
àxplained by one-elscÙon oxidation ol cin'
ni'mvf .fcoÉots followed by non-ênzymatic
oolvmsrization of the conesponding
heiomeric lree radicats.

Fio. 1 shows the PhenylPtoPane
(C.io) skaleton of the lignin monomers
irrl|Ï "iâ t " struciure ol 4 ol $e most
àmmon tinkases found in lignins' Thâse
ii.àrtà. havi ueen ostablishod bv in
îiâ oeôxioàe oxidalion ol mainlv conÈ
re;yl 5boh"i te = Fig. t), lollowed bv iso'
iàiôn or aitàr" (diliônols), oligomors (oli-
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e r ' t
cH=cl { -cxtoH

(r)

(a) v,- o- "

golignols) and dehydroPolymerd (DHP
model). Model polymerization sludies
have also shown that the relativs frequsn-
cy ol these intermonomedc linkages and,
thus, the conesponding macromolecular
struclurê ol oHP changes according lo
polymèrizâtion condilions (Sarkanen,
'1971), such as, tho concêr raiions and
ihe rate ot âtldition of lhs reagenls, tha
polarity ol thê m€dium or solvents, the
slecironic and steric elfects ol the subsli-
tuenls in the aromalic cyclo, ac€ording to
lhs various subslitution patlems of the
lignin monomeric units: H, G, S (Table l).

Formation ol Dara- and ortho{uinono
melhida has also b€en suggested during
thê dimerization ot mosomedc oligolignols
or monomeric units and during chêmicâl
oxidation ol simplo phenolic model com-
pounds (Harkin, 1966). Intetmediaie oligo-
lionol-Êouinono methides are implicated
iÀ' tre tomation of lignin nêtworks. Ac-
cording to ,n wlto expsriments, such struc-
lures ars involved in the growlh of the

(1.)
'f

-cHroH

Fto. 1. Molêdrlar stnrclura ol lignn monom€rs âaal ot the moro podinant intartroiotnqÈ Infagt3 iô liglitl3 Th!6ô
rnàn voes ol mmonrerc lM) cà bs PolYmonz6d: Êhydtoxyphany' alcotlol H (R ' F ' H): connotyl âLorol u {|r '

ff. n j OCHâ} anC gineora aicoùol S (R - F - OCH3). Foflr€tioo ot lho terminal A,BalÈdtÙun morco€rrc un|r [.,
ocorrs Ov adifion ot lé to tre COnàponang teniinal fltonoanetb unil (t), rvi6'r a Ênathylgno quinone sÙucîrre
(O) as di3oÆ€d undat Blodtsniâ ptop€rti.s

lignin polymor hrough copolymerization'
bul also through heteropolymerizalion with
other macromolecules, such as polysac-
chârides (Satkanên, '1971: Higuchi, 1985).
Fio. I shows the addilion reaclion bet'
wàen a compound A-B ând a torminat P
methylone quinono unit (a': Fig. 1). Addi-
tion of A-B l€d to the tormation of lhe
co.responding A,B-(a) substitrted hox-
âlignol (a{: Fig. 1). oep€nding uPon lho
smaure of A-8 and when A is hydrogen'
lhe aromatic charac.têr ol the a'monomenc
unit is recovered tvith rsformation ol a
phenolic Aroup. This phenolic unit may
iurther polymerize, lêâding to â tlisub-
stiluted monomsric unil or 'branch point' ot
the lionin nêtwork (Pla and Yan' 1984).
Such 

-a 
reticulalion orocess wiih relorma'

tion ot a phenolic group could b€ a signili-
cant seli-oroanizttion prop€rty of lignin
(see b6low): DePending uPon tha A-B
slruclurê. thê addilion rêâction shown In
Fig. I may also b€ importanl and thus
srolain cerlâin macromolscular regulan'
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Trbla l. E t6ct ot the condilion ol oolvmeri^zation-and.of th€ sùucture ol th€ monomenc unib on theû€qu€ncy of the irltermonomat tiifales in nroOetdetryôogenatjo;.-
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$tucntæ,8
(oxtttant) t'lotlomor

(stttd',[e)
ùJMAHE

Wato,
(H2O2, pemxidase)
Ac€bne water
(FeC13)

conit€ry
snapyl
cofliforyl
sinapy'

9 t
,16
73

5,1
nl

nt

t 9

27
27

. ;rr:tÈaaiû -,-rc olr6r ccrftslg ot oehfiilo.|lâ#D !È ryr .dr.r.nd counae," 1;rô; t#trY:'ro lifl"ont (Tana"âsài ad, i976).
bor}€ àq| bord ocq/rs ;t;;;;Ë;' i:g 

t t€3t'€cti\'€lv lr ar|d 2; rosinol link c.. in vriidr a Â.t car."*'Éd;l;';:"rffi#,ffi ff ;:ffi y"ffi ".[ffi "r,"m*ffiï*

ties.inligrin structurs, As eady as In 196g,rra-uoeno€rg- and Neish sûsssed that .the
s€quance of the individual (monomoric)
l1fj! j'S,jt'n is forruirous, for'rhày are normouloed tike.proleins on a templatg. Thisooes not êxdudo the ocorn€nè o, a csr_rain regutanty in the dist ibution of wsak
lld :trong bonds between the units. As a
1919n ?$Tite.l 7 to 9 weak bonss areranoomry distributed among t oo uniG,'gu|ng.. logether morc resistait dusters, oi
31. averaqe,. 14 unils." Such ,clusters, or
lj|l1l-1'aF' or about 18 srrongty tink_
:-o. m9n9m,oJ'c units have besn reported
:gr g9lignifigqo].êxpêriments by botker

fiT*ï:'lL,!#l'l""il'""y"J,"*^:'il
:-T*:rng" suggest6d .uy Freuoenbàrg
ano Neish are majnly a_àryt sthef link:ages, _.resp€clivgly, inbrmols€ular
!"-qlT" 99no n e-unii: Fig. .t) and intra_
P^1gg (C".-O-4 bond in Utlnit: Fig. ry.{-o,nnrrnrng. ths importanco of additio;l
1"11,9n. *'q pflethytèns quinone, such

Ë !'"_i-ËË',iH' *"'- Ê?l ii,"r"#"8
f -" ?Plgry subsri_renr conlsjonding tone_ a(Éiûon ot a- BA phenoti; termtnalmonomeric. unil. Summâriing ths moslcharactenstic chemical prope'rties, li'ninoo€s not apæâr to b€ a definod cherïiical
p-tprng but a group of high motecuhi
::ig3,pg!{r:p.*hose randôm strucrure,yvnrcn ts relat€d to theif dtsmically drivenporymenzalion, dogs not exclude the

T-!!}lgcq of certain regutarities in the 3ormsnsional network-

Elochrmlcal propcrtle,

-":T1|/e.T1:1|- l"!"1:g."neiry or inhomose-
I1€rry (Mon0es, t9g5) is the second màinrsaûre ot tignin. Charactêristic va.iaùonsrn tEntn .slruc1ure and monomanc com_post$on havg indesd bs€n found and
::1n{l-1 b"y-?T plant species 1Logan
:5.lTTa., 

.1985),.beiwôen ptanr organsano îssues grown €ithe n vitlo or in-viw
1y_ at^s9 ,6tw_Tn ca 

 

wa 

 

tractions (Horf_
TA I fl.,._Lg_S. Sorvari e, a/., i986;
l-"_T^911 1e.88;. Eriksson ar al., I seey. rnagrêome with these dâia, which cannot
la,,:iTu:."d hefe in der,ait, heterogeneiry
n xgnn-lotmaton and molecular structure,nas oe€n demonstfaled in the case o,gymnosperms (Terâshima and Fukushi-
ma, r gj8)_and_ in-the cas€ ot angiosp€rms
(Hr9-ucnr,,,1995r Monties, t ges;- Laiiene,rvoo;_tofl|er et at, .t 9gg; Terashima andrurusntma, 19gg). From a biochemicâlpom of vigw, lignin thus appoars ro Do
l:1-lal99m heterogeneous @porymsrs
ill9ld.oy e her non_merhoxyiarad (p
lLlfxvqnery1 - H), monomeii\oxylatéd
(gua|acyt - G) and dimothoxylateO (syrin_
gyt . S) monomeric units (Fis. t). i?iese
coporymeni are unaquaity- diitributed
amongst cells and subcelltitar lavers. rn
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lissues according to patgms chanoinq
wth species. The tiosynthesis of the !16Icursors.. and tho ragulation ot lignificâion
mosl trt(aty occurs within individuat cells
ano .variafions are obsorvad according to
the-lype and rhe agè ot ce s (Wadiop,
.,yro-t, as n the c:rse of secondary me-
tab_otism (Tsrashima and Fukuéhima,
1988).

!!lohgut..r â$octafion! ând c.ll watl
t|gnfica on

Formalion of molocular associations w[h
onsr ,cel wall componsnts is ths third
man fsature ot lignins. Indirect evidencs
o1-tne occungnce of such heteropolymers,
111! ,b"""q .on a)dracr,abitity oi thuid
cn omatographic experiments, has bànre-poned in.th€ cese of polysaccharides,
pnenotic acids and protoins, tannins and
some othor simple @mæunds. The types
or cnemtcat bonds involved in these asso_
g:!19!s .hayg bosn esrabtished onty tor
p,!_."!qT4"., phenotic acids and pro.
lerns,-mainly based on model experimànts
or aodltion to pflethylenequinôns dis_
cussed previously.

,,_Ille rno.st.frequenûy suggestod typos otgntHârbohydrats complex (Lcc) link_
agês are a benzyl ester bond wiùr tÉe C._
:1Tyr qroyp of uronic acids, e b€ndl
om-er^oondJyith the hydroxyl ot the pdmary
arconot ot hexose or pentoso, a Slycosidiè
png r,lh orther th6 Ca_phenotic hydroryl
9t-_tle 9r-?lnmaq atcohot of rrhe'nytpr6_pane unit8 (M - Fig. 1). The synthesis of
:ry..mgoel compounds, their rêactivity
ând-thejr chemical or enzymaiic siabilû
Irlv! .996n comparod ro those ot wood
L_CC. (Higucf i, 19e3: Minor, .t902; Enoki
et a/., 1983). Racently, using a seleclivo
oepotym€rizaùon procedure, Takahashi
an6 Koshijima (1999) have condudsd that
xyroso paitcipates in tigniF{aôohydrate
lnxages through benzyl ether bonds in
:tt., lpm angiosperm (Fagus sp.) andgymnosperm (p,hus sp.) wôods. Macro_
morecutar diffêrences wore rsported by

851s

$",-i""i*,i"lll'5'.",f iâ*lï?l'lJ!3:$
anramgty. targe moledjla, tractions, whileprno woutd have relatively smalle, and
I9r9. nupegy: ftacrions, confirming rhe
nypothesis ot biochemicâl hetsrogenoity ollgntns,

Phenolic acids aro known to be bound
!o ttgnin, espocially in the cases ol mono_
cotytedons (grasses and bamboos) and
yjcac839 (poptars). Ester bonds ot phe-
notic acids to Cd- and Cr_hydrory'! of
loj9lac-propane chains (Fig. 1), Cs-
carDorrcarbon bonds and ethoi bonds àt
uJ-pnenotic oxygen of arcmatic cydes
(Frg. r ) have been reporled in tho casgs ot
modet oHP (Hjguchi, 19æ) and gra_
mjnoae lignins ftom wheai (ScatUeri er
*f 1985J .and Fed , Arun& sp. (Iai dt at.,
ryë/).. Èmer tankages of phonolic aêids
navo b€an tentalively implicâted in the
charactgristic alkâli solubility ot grass
r€nrns; however, h9€ phonolic hydroxyl
grouFts would atso participate in ttris
sotubitity (Lapiene et a/., 1999).

_Ugnin-trotein complexes in the cell wall
of pin€ (Pinus sp.) câllus culture have
o€€n report€d: covalant bonds, lormed
pretrarentially with trydroxyproline, havg
o€on suggssted on tho basis ot solective
oxlraction experimenis and ol tho reactivi_
;tV, ot m*?l DHPS containing hydroxypro_
flng, rvnrctt wore more stablo to ecid
hydrolysis thân caôohydrate_OHp com-
plexæ (Whiùnore, 19æ). Chemical bonds
o€twoen tignin and prctoin have also be€n
r€cenuy indicalad during $e difrergntiation
o? xytom il birch woÉd. Benrla sp. (Eom
et,a/., 19E4. A gradual docreas€ in phÈ,
notrc hydroryt group contont ând cftaqges
rn motôcuta..weight disùibution during 

-the
fignmcaton have also been shown by
those authors. Thoss yeriaùoru wsr€
exp|ajnod in terms of cùangos in lignin
srucluro in relalion to variations in
co-,ncentrations ot available monomers and
âttects ct lhe condilions of polymorization
as otsqJss€d above .

.. Possible associalions with other phanG
lcs, such as condens€d and hydrolyzablo
rannrns have also b€sn suggested in rela-
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tion lo ths dilficuhiæ in comPletsly remov- 'Press-dryin9' procêss (Back, 1987: Hom
ing tannins, aftsr solvant and mild cfismi' and Setterholm, 1988).
câl gxtrâclions o, woods ând, also in r.ola- h ord€r to try to undersland lho general
tion to coprsciPilation, such as srllturic brmâtion of dhenolic networks by non-
acid-insoluble lignin traclions. . Mocha- snzymatic polimedzation processes, sef-
nisms ot rendom, i.e., cTlomically<riven orgânizing pro'p€rties of lijnin can be sug-
polymerization ol lannins with cêll wall se-sted. 

-The 
self-organization concept

comPonents, hav€ bêsn discussgd recsnl' ômes lrom the genoràl th€ory of systems.
ly (Haslam and Lilley, 1985; Jouin e, at' SetÊoroanizatiori accounts to; the hannÊr
1987). Howev€t, no svidence ol chemtcal in whiclh complex systems adapl to and
bonds b€twôen tannins and lignins was increas€ their' organization undàr the sti-
given. mulation ol random snvironmsnial faclors.

This lheory has been aPplisd exlensÛely
to lha groMh ol organisms and lransmis'
sion oi intormation (Atlan, 1972). Self-

Natwort lo{metlon and 3.ll-organlzâ'
tlon propettlê3

Formation ol molgcular associations b€-
twe€n lionins and cgll wall componsnts
sheds ligil on the importance of lhe phe-
nolic group's reaclivity, sucil as lh€ addi'
tion to methylane quinone with Phenolic
group reformation (Fig. l), in the retic1lla'
tion ot the olant cell wall. Such reaclivity is
not unhue, sinca phenol dimerizaiion, by
lormation ol diphany' and ol diarylelher
bonds, has also been reported lor lyrôsino
during c€ll wâll cross-linking proossses
(Fry, 1986). R€canty, . similat reactions
havg also been suggested tor tyramino in
lhe ohenolic ttaction associated with su-
beriÀ (Borg-Olivier and Montios, 1989). As
vEry deady slressad by Norhcote as eady
as 1972, with reference lo synlhelic
fibrous cimoosite, the fotmàlion ol sucfi
cross-linksd phenolic polymofs may b€
significant in regard to ths sùlJciuro and
funclions ot olant cell walls. Retic1llation
may be of importanca in durability ard
m€cùanical prop€rtias, as rscsnlly dis-
cussed in ths case ol cell wall protôins by
Cassab and wamer (19æ). Furlhermore,
in tho oase oT lignins, this crosslinking
phenomenon may be of much moro 9€n-
eral intersst. For examPls, th€ lormation ol
chemical bonds in lhe residual lignin net'
work ol thsrmomecianical pulps has been
implicated in the autoqosslinking ot these
cellulosic fib€rs during the prcduction ol
paper and hardboard in the so call€d

organization also seems rglevant in lhe
casê ol lionin, since lignin is a non-enry-
matic polymerized macromoleqlle, its
sùucturE drangês as a funclion ot rândom
ext€mal snvironmenial laclors, it rear-
ranges dudng maturation, ag€ing or tech-
nological trarciormations and, finally,
those changss provide a bettsr fitness ot
cetl wall functions, such as resistance
againsl biotic ard abigtic tactors.

According to Atlan (1974), a sêlf'orgâ-
nizing systom is a complex syslem in
whidr chânges in organization o61Jr wilh
incrêasing sfficiency in sPile of the tact
that they are induced by random environ'
msntal laclors; changes are nol direcled
by a ternplata. Self-organization capacity
can be expressed as a function of 2 main
parametots: redundancl and reliability.
When the organizalion is detined as 'varie'

ty and inhomogensity' ol tho syslsm,
rsdundancy is viewed as 'regulartty or
order as roo€tilive order' and roliability
expressss lhe system's 'inertia oppossd to
random p€rlurbation'. According to lhese
definitions, the iniormation conlent, ,.4.,
the organization of a systsm, can be
sxDressod as a function ot redundancy
and ol time (see Annex). Evolution ol lh€
organization as a function of time can lhus
ba calculatad showing different types ot
organizalion.

Thus, a self-organizing systom is char-
acterizêd by a detined maximum organiza-
tion resulting from an initial increass in
inhomogsneity associated with a contin-
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uous decrease in redundancy undgr the
6lf€ci ot random environmental factors. At
the othsr exfemg, a non-self-organizirq
syslem shotvs a @ntinuous decrease ol
organization, mainly due lo a low initial
radundancy. Furthormore, inlermêdiato
casss have also b€en described by Aïan
(1972, 19741 conesponding to rslatively
vory high or very low roliability and lead-
ing, resp€clively, to a wry long or a very
short duralion ol the inilial ohas€ ot in-
creasa in organizâtion, According to Atlan
(1974), crystals can b€ viéwed as a non-
self-organizing system becauss of low in-
ilial reliability in spits of their large redun-
dancy. At the olher extrems, less rep€titivs
and moro tlexible sùuclurss, such as
mâcromol€culaa systgms, can bd sglt-
organizing.

In agrs€mont wilh lhis model, il is sug-
gestod that lignin nstworks be considered
as sê|î-orgânizing systsms, thus ex-
plaining the formation ol molecular com-
dexes by aulo- ând hetaropolymerization
in plant csll wells wilh an increase ot lignin
funclionâl properties.

The-high froquency ol relatively lôile
intermonomgric linkâgEs, such as Ê and
mainly cethêr bonds, and also of sasily
activaiêd groups, sudr as fre€ phenolic
tsrminal units (Fig. 1), may allow rear-
rang6ment r€aclions and, lhu8, easy svo-
lution of lho system âs a ftrnclion ol ran-
dom environmentral tâctors. OcdJnenc€ ot
ctsmical and Uodremical regula.ities,
previously disojssed, may, in addition,
provid€ enough initiâl redundânct Finally,
a high reliabilily, i,a., inerlia lo porturba-
tion, may rssull from lhg abiliv to rstorm
phenolic Aroups aftsr, tor example, an
addition reaction as shown in Fig. 1, but
also trcm the release ol reaclive ohsnolic
and/or benzylic groups attêr Ê and mainly
e6thêr cleavage.

In conclusion, ev€n whsn lignin forma-
lion appears as an enrym6-initialed and
chgmically drivsn proc€ss, struclural stu-
dies hav€ povidod evklonce of regulari-
ties in chèmical ând biodremical gmD€r-
ties in lignin nsiworks. Such regularities
may allow selt-organizing prop€nies of

853s

lignin macromolecules, arplaining their
functional fitngss and th€ biological signifi-
cance of lhê 'random procsss' of lignifica-
ûon. However, until now, this thgory suf-
fers trom 2 main drâwbacks: a lack of
quantitalirrs êvalualion and a definito
account ot lhe phylogenic and ontogenic
significance of the substilution pattem ol
lhe lignin monomeric units.
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Lpuis longtemps. que c'énit faur. ce qui est tout.de

-â." *t"i extraoldifirire I On retrouve ici la questron

du recul devant lâ difficulté : essayer de calculer' de pre-
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COMPOSITION CHIMIQUE DES BOIS DC CHÊIrIE :
coMPosÉs pnÉruoLtQUES

RELATIONS AVEC QUELQUES PROPRIÉTÉS PHYSIQUES
ET CHIMIQUES SUSCEPTIBLES D'INFLUENCER

LA QUALITÉ DES VINS ET DES EAUX-DE.VIE

B. MONTIES

Laboratoire de chimie Biorogique, (INRA) Institut Nationar Aoronomique
Centre de Grignon, 78850 Thivernal-Grignon (Franée)

INTRODUCTION

Le rôle du bois dans la maturation des vins et des eaux-de-vie est reconnu depuis
longtemps (SINGLETON, '1974; MARCHE et at., j975, R|BÉREAU-GAyON et a/.,
1976; GLORIES, 1983; CAUME|L, t9B3). La primauté des bois de chêne dans ta
fabrication des futailles et dans la production de vins et d,alcools de qualité n'est pas
contestée. De notnbreux facteurs tels que l'anatomie du bois, ses propriétés physi-
ques telles que la pôrgsité aux liquides, ou ses propriétés chimiqueè telles que la pré-
sence de substances eÈqctibles, sont avancées pour expliquer ceue primauté (poN-
TALLIER eta1. ,1982;  FEU|LLAT, 1982;PUECH, 1984;  NAUD|N, 1986).

L'un des aspects caractéristiques de la maturation des vins et eaux-de-vie est la
diffusion à partir du bois de composés extractibles en particulier d'aldhéhydes phénoli-
ques de type benzoïque (vanilline et syringaldéhyde) et de type cinnamique (coniféral-
déhyde et syringaldéhyde) en quanrités moindres, (GUyMoN et cRowELL, 1968;
BRlcour, 1971 ; PUECH et al., l9B2). Alors qu'il est généralement admis que ces
aldhéhydes proviennent de la dégradation des lignines (MARCHE et a/., 1975; CAU-
MEIL, 1983; PUECH, 1986), on ne connait bien ni les mécanismes de formation de
ces produits, ni leurs mécanismes de mise en solution. Ces mécanismes pourraient
être tout à la fois, d'origine biochimique (biodégradation des lignines), chimique
(hydroalcoolyse et acidolyse) et physique (hydrothermolyse pendant le cintrage des
douelles ou pyrolyse directe durant le chauffage). ces derniers mécanismes physico-
chimiques ne semblent pas avoir été étudiés en détail dans le cas des bois; quelques
études concernant des lignines et des molécules modèles a cependant été publiée par
IES éqUiPES dE KRATZL (KRATZL Et A/., 1959) Et dE ADLER (LUNDQUIST, 1970).

Cet ensemble de données conduit à porter une attention particulière à ta nature, à
la'stabilité des constituants phénoliques des bois ainsi qu'à leurs influences possibles
sur les propriétés physiques des bois.

Après quelques rappels concernant la composition chimique des bois de chêne,
cette revue concerne d'une part les effets possibles des composés polyphénoliques
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(lignines et extractibles) sur les propriétés chimico-mécaniques des bois (résistance

mécanique et perméabilité aux macromolécules et aux composés moléculaires) et

d'autre part la réactivité des lignines (hydrolysabilité, thermostabilité, formation

d'aldéhydes phénoliques).

Faute de données précises concernant spécifiquement les bois de chêne, on a

choisi de proposer des modèles fondés sur des observations faites sur d'autres bois

en ne citant qu'un nombre l imité de références bibliographiques.

COMPOSITION CHIMIQUE DES BOIS DE CHÊNE

De façon générale, la composition chimique des bois est envisagée sous le seul

rapport des composés macromoléculaires insolubles (celluloses, hémicelluloses et

lignines) et sans tenir compte de la nature des composés moléculaires extractibles à

I'aide d'eau ou de solvants organiques et dont la seule masse totale est donnée. Sous

ce rapport les bois de chêne ne se distinguent pas particulièrement des autres types

de bois par leurs teneurs en celluloses, hémicelluloses et l ignines qui représentent

environ 4Q,25 eI20 p. 100. FENGEL et WEGENER (1984) ont compilé ce type d'infor-

mations, ces données ne peuvent être comparées sans tenir compte des méthodes de

dosage employées. Les teneurs totales en extractibles varient de 5 à 10 p. 100 environ

selon que les extraqtions sonifaites en milieu organtque ou aqueux. De façon systéma-

tiques, les bois de c@ur sont plus riches en extractibles que les aubiers. De même les

teneurs en l ignine so\ Otus élevées, d'environ 5 p. 100 en moyenne, dans le cæur par

rapport à I'aubier. Ce \e de résultat n'est cependant pas systématiquement rapporté

(FENGEL et WEGENER\ 1984) mais i l a été récemment confirmé lors d'une étude

comparée multiméthode des lignines de cæur et d'aubier de Quercus robur eI Quer-

cus petrea (JOUIN et a/., 1987).

La composition en extractible des bois de chêne n'a pas, à notre connaissance,

fait l 'objet d'étude globale détail lée. Quelques études l imitées à des familles de compo-

sés ont été publiées sur les stéroïdes et lipides (CHEN, '1970), sur les composés volatils

de types terpènes, furfural et nonalactones (NABETA et a/., 1986), arnsi que sur quel-

ques composés polyphénoliques dans le cas du bois de Quercus rubra (SEIKEL et a/.,

1971). Bien que ces données ne soient pas extrapolables à d'autres espèces de

chêne, I'observation de composés particuliers fournit des modèles de recherches.

I .  -  L IGNANES ET LIGNINES DE BRAUNS.

Les résultats de SEIKEL et a/., (1971) établissent I'existence de lignanes : lyonirési-

nol et son xyloside ainsi que syringarésinol, dans I 'aubier et le cæur de chêne. L'exis-

tence de lignanes est importante à considérer parce qu'au moins dans le cas de bois

de conifère, SAKAKIBARA et a/., (1 987) ont montré que les lignanes peuvent exister

sous forme d'oligomères et qu'i ls ont pu être assimilés, pour cette raison de façon

erronnée, à de la l ignine. D'après ces auteurs, la fraction de l ignine, dite l ignine de

BRAUNS et définie d'après sa seule extractibil i té en milieu organique neutre, ne serait

qu'un polymère de l ignanes : polylignane et, non une fraction de l ignine véritable.

Cette conclusion mériterait d'être validée dans le cas des bois de chêne parce que,
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contrairement aux lignines, les lignanes sont des métabolites de type secondaire dont
les teneurs varient en fonction non seulement des espèces végétales mais des condi-
tions de biosynthèse : variation des teneurs en fonction de la position du bois dans le
tronc (SAKAKIBARA etal., 1987). Ces variations de teneurs et notamment la plus faible
teneur du bois de cceur en lignanes par rapport à I'aubier pourrait traduire I'existence
de réactions de condensation entre lignines et polylignanes lors de la formation du
bois de cæur. Cette hypothèse est en accord avec le modèle de nlignification secon-
daire" proposée par HERGERT (1977) qui pourrait avoir lieu tanl in vivo, pendant ta
duraminisation, que après la récolte des bois, lors du séchage et surtout du thermofor-
mage par exemple. La présence de catéchine et de proanthocyanes, rapportée par
SEIKEL dans le seul aubier, peut être expliquée par une condensation semblable de
ces flavono'rdes lors de la olignification secondairen. Récemment, HASLAM et LILLEy
(1985) ont proposé une insolubilisation analogue des proanthocyanes par polymérisa-
tion chimique avec les polyosides pariétaux qu'ils ont mis en parallèle avec la lignifica-
tion de ces même parois. Ce point est discuté par la suite.

I I .  -  ALDÉHYDES BENZOIQUES ET CINNAMIQUES.

Un second groupe de poryphénors, rapporté par SETKEL etat., (1g71),est consti-
tué par les quatre alpéhydeç (vanilline, syringaldéhyde, conifér:aldéhyde et sinapar-
déhyde) extratibles qr ta tois dans I'aubier et le cæur. Dès .|957, l,existence des aldéhy_
des benzoiques, variittine et syringaldéhyde, avait été rapporté par.pEARL et a/., qui,
comparant six espè{es de chêne différents, avaient observé I'existence de différences
interspécifiques allar\t du simple au double pour les teneurs et les rapports syringal-
déhyde /vanil l ine. \

En plus des aldéhydes benzoTques, la présence des deux aldéhydes hydroxycin-
namyliques, coniféraldéhyde et sinapaldéhyde, a été établie dans le bois de chêne
sans ambiguité (BLACK er al., 19s2). De plus il a été possible de montrer, au moins
dans le cas de bois de peuplier séchés simplement à I'air, que les quatre aldéhydes
phénoliques existent dans le bois avant tout traitement technologique et qu'ils peuvent
être réduits sous forme d'alcools benzylique et cinnamylique correspondants par
réduction à I'aide de borohydrure de sodium (LAPIERRE et a/., .19g3). ll est très vrai_
semblable que la même situation existe dans le cas des bois de chêne.

Analysant du bois de cæur de euercus robur (chêne pédonculé), préarablement
extraits de façon exhaustive au moyen d'une séquence de solvants de polarité crois-
sante : pentane-éthanol s o/o, éthanol à 95 p. 100, eau, nous avons de plus observé
que I'hydrolyse alcaline des résidus pariétaux, ainsi préparés, libère des quantités de
vanilline et de syringaldéhyde très significativement supérieures (Z à 20 fois) de celles
qui sont simplement extractibles à l'aide de solvants neutres tels que l'éthano aqueux
à 55 p. 100 (tableau l). Des résultats analogues ayant été obtenus sur d,autres bois
séchés (chêne sessile mais aussi peuplier), I'existence de deux compartiments
d'aldéhydes benzoïques (et vraisemblablement aussi d'aldéhydes cinnamiques : conr-
féraldéhyde et sinapaldéhyde, (travaux en cours) semble donc systémailque oans ces
bois. L'existence d'aldéhydes extractibles, car libres de liaisons covalentes avec tes
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parois, et d'aldéhydes liés aux composés pariétaux par des associations détruites en
milieu alcalin pourrait expliquer les résultats du tableau L L'existence de deux compar-
timents d'aldéhydes libres et liés a déjà été suggérée par GUYMON et CROWELL
dans le cas de bois de chêne en 'l 968. Compte tenu du fait que, tant dans les données
de ces auteurs que dans celui des résultats rapportés dans le tableau l, les protocoles
d'extraction utilisés (acidolyse ou hydrolyse alcaline) peuvent entraîner des gonfle-
ments des parois et, donc, une meilleure accessibilité des solvants à des composés
qui pourraient avoir été "piégés, dans les parois lors du séchage, il n'est pas possible
d'accepter sans réserve I'existence d'aldéhydes liés par covalence. Ce point es[ dis-
cuté par la suite.

BLEAU I

Gomparalfn des teneura en aldéhydes benzoiques (vanllllne
et syringaldéhjce), enractlblæ de bols de chêne à t'alde de sotvants.

Extraction par l\thanol aqueux à 55 p. 100 puis par hydrolyse alcaline
(NaoH, 2N; reflux, 4 h, sous azote); identification et dosage par spectroscopie uV

couplée CLHP, entre 220 et 500nm, selon MoNTIES et a/., (1g91) et sHARMA et a/.,

. (1e86).

Les teneurs sont exprimées en mg pour 100 g de matière sèche.

Extraction Ethanol 55 p. 100 Hydrolyse alcaline

Vanilline SyringaldéhydeSvdnmldéhvde
Vanilline

Vanilline SyringaldéhydeSwinoaldéhvde
Vanilline

Bois Brut

Bois Chaufféa

0.6

7.4

1 . 2 0

12.0

n.c . "

1 . 5

14.6

15.2

42.0

42.0

2.9

2.8

a : chautfage en tube sllé (1600 C, t h) du bois brut à t'air séché.
b : composé coniaminé, estimation maimum, n.c. : non calculé.

I I I .  -  ACIDES BENZOIQUES ET CINNAMIQUES.

L'existence d'acides benzoique, vanillique et syringique, ainsi que d'acide féruli-
que solubilisés après hydrolyse alcaline a été aussi rapportée par PEARL et a/., (1957)
qui ont observé des différences très significatives de teneur entre les six espèces de
chêne comparées. L'existence, parmi les extractibles d'esters correspondant à ces
acides est mentionnée par SEIKEL et a/., (1 971) alors que CHEN (1 970) rapporte celle
de férulate de tétracosyle dans I'extrait éthanolique de cæur de chêne. La présence
de ce dernier type d'ester pourrait être I'indice d'une subérification pathologique :
I'existence d'esters féruliques et sinapiques d'alcools aliphatiques a été rapportée
dans le liège de Quercus suber (HERGERT, 1958).

lv.

rap
thét

tine
la fr
dar
line
phil

été
de
leul

SEI
por,
syrl
les I
STE
typ(
add

Oe

été r
Par t

des
tlava

- 1 7 2 -

LES  POLYMERES  VEGETAUX  Vol. 2 - part 1

373/529



rv. - coMposEs cARBoNyLES (COUMAR|NES, QUTNONES)

La présence de scopolétine, structurellement proche de I'acide férulique, a été
rapportée par SEIKEL et a/., (1 971) dans le seul cæur de chêne. Une parenté biosyn-
thétique entre ces deux composés est possible mais non obligée puisque la scopolé-
tine peut être synthétisée par méthylation d'aesculétine (BROWN, 198S). Cependant,
la formation chimique de coumarine à partir d'acide hydroxycinnamique correspon-
dant ne peut être exclue lors du thermoformage du bois puisque la formation d'aescu-
line à partir d'acide caféique a été rapportée pendant des séparations chromatogra-
phiques sur cellulose (BUTLER et SIEGEMAN, 1953). La présence de scopolétine a
été confirmée en 1972 par JoSEPH et MARCHE, quiont indiqué, en plus dans le bois
de chêne, I'existence de deux autres coumarines, ombellirérone et aesculétine, et de
leurs dérivés glycosides ainsi que par TRICARD et al., (1987).

La présence de/2,6-diméthoxybenzoquinone rapportée pour la première fois par
SEIKEL et a/., en t g7t dans le seul bois de cæur de chêne est aussi remarquable. Elle
pourrait être I'indigb de réactions de dégradation péroxydasique de lignanes de type
syringyle, tel que 16 lyoniside, ou de monomères terminaux homologues présents dans
les lignines (figure 2). ce type de réaction a été rapporté lors de réactions modèles par
STEELINK (1972). On peut alors supposer que I'absence de quinones homologues de
type guaiacyl, 2-méthoxybenzoquinone, résulterait de réactions de dimérisation et
additions sur leur carbone 5 (figure 'l).

R :  H  R r = H  R z :  H

R = H Rr: OCH: Rz: H

R: H .Rr= OCH! R2: OCH!

Fis. 1. - Nom€nclature et slnrcture phérylp!"S.,Ë"i"Ë?ii:iidnflényl (H), eaiacyl (c) et syrinsyl (s),

Deux unil6 phénylNopare (C6.CAI sont toptésontées en l&,iw arylalkyl-ethar de type P.o4 qui æt h mode de liaison
intêrmûonÈre æractétisùque ates ligninæ.

V. - MONOMÈNTS TT TANINS GALLIQUES ET ELLAGIQUES.

La présence d'acides gallique et ellagique ainsi que des tanins correspondants a
été rapportée dans les extractibles de bois des Quercus alba et rubra respectivement
par CHEN (1970) et par SEIKEL et a/., (1971) qui ont souligné le caractère dominant
des tanins hydrolysables, de type ellagique, par rapport aux tanins condensés, de type
flavane.
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Le caractère systématique de cette différence a été confirmé par SCALBERT et
a/., (1986) dans le cas de Quercus rubra et étendu à Quercus robur dans le cas des dit
férences de composition entre bois et écorce (tableau ll). De plus l'analyse par chro-
matographie liquide haute performance des extractibles a permis de montrer que

I'acide gallique est prépondérant parmi les extractibles de Quercus rubra (rapport en
masse des acides gallique/ellagique de I'ordre de 5) alors que l'acide ellagique I'est au
contraire des Quercus robur el Quercus petrea (rapport en masse des acides
ellagique/gallique de I'ordre de 10) (SCALBERT et a/., 1987). Comparant aubier et
cæur, ces derniers auteurs ont montré que la formation du bois de cæur s'accompa-
gne, dans ces deux cas, d'augmentation très significatives des teneurs en acides galli-
que et ellagique (teneurs de I'ordre de quelques mg pour .l00 mg de bois sec multi-
pliées par 5 à 20) /lors que celles en vanilline et syringaldéhyde augmentaient beau-
coup moins signifiÇativement (teneurs de I'ordre du mg pour 100 mg de bois sec multi-
pliées par 1 à 2). 1

\
\

TABLEAU II

Teneur globale comparée des bois de chêne en tanins condensés

, ot hydrolyaables.

Teneur en mg.g'1 de bois sec après extraction des tanins par du méthanol aqueux
à 80 p.  100

Alors oue les monomères constitutifs des tanins des bois de chêne sont relative-
ment connus, la nature et la composition des oligomères et polymères demeurent
encore très incertaines. Aucun bilan détaillé de la composition monomérique de ces
derniers n'a été publié à notre connaissance. On dispose cependant de données
structurales spécifiques qui ont été revues récemment pas HASLAM et LILLEY (1985)
et qui sont importantes à rappeller ici.
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(dosage)

Quercus
rubra
(cæur)

Quercus robur

(cæur) 
| 

(écorce)

Polyphénols totaux

(Folin-Cioalteu) 34,6 65.7 25.2

Tanins condensés
(flavanoTdes)

Butanol, HCI

Vanil l ine, HCI

0,2
0,3

0,3
0,3

z ,é

7.3

Tanins hydrolysables
(ellagiques) c,.t 75,4 9 ,5
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Sur le plan phylogénique, les chênes font partie du petit groupe d'Angiospermes
capables de synthétiser et de polymériser les esters galliques et hexa-hydroxy-
diphénoliques. La biosynthèse fait intervenir le penta-digalloyl-glucose comme inter-
médiaire central. Selon les végétaux, des réactions de condensation oxydative entre
motifs galloyls voisins aboutissent à la synthèse de tanins contenant, au minimum,
deux cycles galloyl associés par liaisons covalentes de type diphényl ou aryl-aryl ether.

ll semble que, de façon systématique, le métabolisme de tous ces végétaux soit
orienté vers l'élaboration de produits terminaux réticulés et de masse moléculaire éle-
vée et non vers I'accumulation des composés peu condensés. ll résulterait de cette
orientation du métabolisme des variations significatives du pouvoir tanin de ces subs-
tances. Les recherçhes du groupe de HASLAM ont montré que la réticulation des
motifs galloyl modfie la conformation et donc les capacités d'adsorbtion des tanins
galliques. La formftion de liaisons diphényle entre fonctions ester galloyl vicinales sur
le glucose entrain$rait I'organisation d'un macrocyle oxygéné rigide qui empêcherait,
par exemple, la libie rotation des cycles galloyl autour des liaisons ester. Cette rotation
reste possible dans le vic-galloyl-glucose non réticulé. L'existence, dans les chênes, de
vescalagine, penta-galloyl-glucose dans lequel les trois motifs galloyl portés par les
carbones 2, 3 et 5 du glucose sont couplés par liaison diphényle, fournit un exemple
très caractéristique de mise Bn tension moléculaire : le glucose existe, en effet, sous
forme non cyclique dans ce iomposé. Ces effets conformationels entraînent des varia-
tions du pouvoir tanin qui n'ont pas de relation directe avec les masses moléculaires.
C'est ainsi que le pouvoir tanin de la vescalagine a été trouvé egalà Z+ p. '1 00 de celui
du pentagalloyglucose qui est son homologue non réticulé alors que ceux du tri- et
tétra-penta-galloyglucose valent 20 et 58 p.'100 respectivement. A notre connais-
sance, il n'existe pas de données plus précises sur les relations structures-propriétés
physico-chimiques des divers tanins présents dans les différents bois de chêne. Les
résultats regroupés ici suffisent cependant pour montrer la nécessité d'étudier de
façon fine ces tanins et, de façon plus générale, les extractibles qui sont susceptibles
d'affecter non seulement les propriétés chimiques mais aussi physicochimiques des
bois telles que leur perméabilité ou I'accessibilité aux solvants et solutés des composés
oariétaux.

PROPRIÉTÉS PHYSICOCHIMIOUES

L'importance des phénomènes de perméation de gaz, de composés moléculaires
et macromoléculaires au travers du bois de chêne pendant la maturation des vins et
eaux-de-vie est fréquemment avancée (CAUMEIL, 1983; Anonyme, 1984) sans que
les mécanismes mis en jeu soient explicites.

I. - INFLUENCE DES EXIRACTIBLES SUR LES PROPRIÉTÉS PHYSICOCHIMIQUES.

Quelques résultats obtenus sur d'autres types de bois permettent de supposer
que ces propriétés dépendent non seulement de I'arrangement supramoléculaire des
polymères pariétaux, polyosidiques et polyphénoliques, mais aussi, de la présence
d'extractibles. c'est ainsi qu'il a été établi que I'extraction progressive de bois de pin
augmente souvent de façon significative, sa perméabilité aux gaz (CHARUK et RAZU-
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MOVA, 1974). De même, les variations de dimension, <retrait>, après séchage des
bois ont été mises en corrélation avec I'existence de pores moléculaires dans les
parois et avec l'aptitude des composés extractibles à occuper ces pores. Le plus
grand retrait au séchage de I'aubier par rapport au bois de cæur est ainsi globalement
expliqué par la plus grande teneur en extractible dans le cæur; le phénomène a été
bien établidans le cas du bois de Douglas (sALoMoN et KoZAK, 196g). Récemment
BARISKA etPlZZl (1986) ont montré que I ' imprégnation de bois de pin, à 5 p. 100 de
sa masse, par un extrait de tanins condensés d'accacia permet de limiter les retraits et
les déformations des parois cellulaires après séchage. Dans le cas de bois de chêne,
PECK (1957) a mis en évidence de significatives différences de retrait lors de la com-
paraison de 16 espèces de chênes américains. ces différences n'ont pas été com-
mentées mais on supposer qu'elles dépendent, en partie au moins, de la pré-
sence hydrosolubles capables d'occuper certains pores des parois gon-
flées d'eau avant

I I .  -  MÉCAN D'INTERVENTION DES EXTRACTIBLES DANS LES
DES PAROIS.

Les mécanismes moléculaires intervenant dans la diffusion de molécules dans les
pores des parois cellulaires ont été étudiés par TARKOV et FEIST (196g) et surtout par
sïoNE et SCALLAN (1968)r D'après ces auteurs, les parois cellulaires des bois peu-
vent être considérées comme des gels poreux formés par réticulation des polyosides
et des lignines. Ces gels insolubles seraient capables de gonflemçnt "limitéo, en pré-
sence de solvants. Le caractère limité du gonflement résulterait du mode de réticula-
tion du gel. Tout traitement, chimique ou biologique, capable de provoquer une déréti-
culation du gel pourrait provoquer ûn gonflement supplémentaire en présence du sol-
vant phénomène de : (super gonflement". Utilisant des solutions aqueuses de poly-
mères (polyéthylène glycol de taille molaire comprise entre 1000 et 10000), ces
auteurs ont montré que I'eau contenue par les pores des parois végétales, eau de gon-
flement des gels, n'est pas également accessible à toutes les tailles de polymères. ce
résultat a été expliqué par I'existence de pores de diamètres différents, compris entre
10 et 500 Angstrôm envirgn et donc d'eau non accessible: <eau non solvantu.

Bien que ces observations aient été faites sur des bois et fibres cellulosiques de
conifères, il est possible de transposer qualitativement ces modèles au cas des bois de
chêne qui, à notre connaissance,.n'a pas été étudié sous ce rapport.

Premièrement, compte tenu de la faible taille des pores, on peut supposer que
ceux-ci peuvent être occupés de façons diverses selon leur taille, selon la taille molécu-
laire et selon la conformation moléculaire par des tanins hydrolysables. La variabilité
des retraits rapportée par PECK (1957) dans les bois de chêne pourrait en partie
dépendre de tels facteurs. D'après les résultats de STAMM, les différences de solubi-
lité dans I'eau des extractibles minéraux (srAMM, 1932) et organiques (srAMM et a/.,
1942) pourraient aussi intervenir dans ces effets.

Deuxièmement, compte tenu des variations possibles de la taille des pores en
fonction des conditions de séchage et leurs possibilités de fermeture irréversible
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(EHRNRoorH, 1984), on peut supposer que des composés de faible taille molécu-
laire, tels que les aldéhydes phénoliques, puissent être "piégésu dans les parois cellu-
laires après çéchage. Dans ces conditions, ces composés ne pourraient être remis en
solution aquQuse qu'après déréticulation de la paroi, après acidolyse des lignines par
exemple, ou porès (super gonflement" de celle-ci par traitement alcalin ménagé par
exemple. De \els mécanismes de gonflement des parois pourraient intervenir pour
expliquer la uftmation, des aldéhydes phénoliques discutée précédemment (tableau l).
ll convient de sôuligner, aussi à ce propos, que des populations bactériennes sont
aussisusceptibles d'affecter la perméabilité des bois à I'eau (GREAVES, 1970), d'éro-
der de façons variées la surface interne des cellules des bois (DANIEL et NILSSON,
1986) et de provoquer une déréticulation biologique analogue des parois. Jointes à la
possibilité de formation de ces mêmes aldéhydes par biodégradation fongique et
éventuellement bactérienne des lignines (CHEN et CHANG, 1985), ces hypothèses
confortent I'hypothèse de MARCHE et a/., (1973) concernant la participation indirecte
de microorganismes des bois à la maturation des eaux-de-vie.

Un troisième groupe d'observations mettant en relation la présence d'extractibles
et la diffusion des alcools organiques dans les bois peut être mentionné. Étudiant les
interactions entre les alcools organiques et le bois, RosEN (192g) a montré que le
gonflement des bois et leur point de saturation de fibre (quantité de liquide capable de
saturer en totalité les parois ôellulaires tout en laissant vide le lumen des cellules) dimi-
nuent avec la masse moléculaire et avec le degré de ramification de la chaine carbo-
née des alcools. Comparant le gonflement de bois de noyer avant'et après élimination
des extractibles, cet auteur a mis en évidence des variations significatives d'affinité du
bois pour des alcools linéaires ou ramifiés allant du méthanol aux octanols. ROSEN a
montré que le bois présente systématiquement une plus forte affinité pour les alcools
après élimination des extractibles par extraction à I'eau chaude. Ces résultats, qui sont
vraisemblablement extrapolables aux bois de chêne, permettent de supposer qu'il
existe dans les bois des sites relativement spécifiques de fixation des composés orga-
niques dans les parois cellulaires. La pénétration de solutions hydroalcooliques dans le
bois, dépendrait donc de l'élimination d'extractibles. Alors qu'il est établi de façon cer-
taine que d'autres facteurs, tels que I'ultrastructure des bois par exemple, déterminent
aussi la perméabilité générale des bois WARDRoP et DAVls, 1961), on peut admettre
aussi que les lignines peuvent, par leur caractère hydrophobe, affecter la sélectivité
des bois vis-à-vis des composés organiques.

RÔLE ET RÉAcTIvITÉ DEs LIGNINEs

Avant de discuter la participation éventuelle des lignines dans la maturation des
vins et eaux-de-vie, il est utile d'évoquer leur rôle mécanochimique dans les parois.

I. _ RÔLE MÉCANoCHIMIQUE ET HYDRoPHoBICITÉ DES LIGNINES

Les parois végétales sont des matériaux composites formés d'une matrice amor-
phe ligno-hemicellulosique armée de fibres cellulosiques orientées dans les différentes
sous-couches pariétales. Alors même qu'il est très souvent admis que les lignrnes con-
fèrent des qualités mécaniques aux bois, le mécanisme de leur action n'est pas discuté
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en détail. D{ns une approche remarquable, KLAUDITZ (1952 et 1957) a mis en évi-
dence I'impprtance de I'hydrophobicité des lignines sur les qualités mécaniques des
bois. Comp{rant des propriétés mécaniques de bois avant et après délignification ch;
mique au chlprite de sodium, cet auteur a montré que l'élimination des lignine ne rédui-
sait, de façoiltrès significative, les propriétés mécaniques des bois, que lorsque ceux-
ci sont saturés d'eau. comme à l'état sec, les propriétés mécaniques des bois déligni-
fiés sont relativement proches de celles des bois témoins, KLAUDITZ a attribué aux
lignines le rôle de rendre hydrophobe les polyosides pariétaux qui par ailleurs possè-
dent des propriétés mécaniques intrinsèques. Cette hypothèse reste actuellement tout
à fait vraisemblable : délimitant un environnement hydrophobe, les lignines empêche-
raient la plastification des polyosides par l'eau. ll est vraisemblable que les tanins peu-
vent excercer des effets d'"hydrophobisation" analogues lors de I'incrustation des
parois consécutive à la duraminisation et surtout après séchage à chaud. Dans la
mesure où des réactions de solvolyse contribueraient à la maturation des vins et eaux-
de-vie en fût, il pourrait donc y avoir augmentation de porosité et gonflement par I'eau
de certaines couches pariétales résultant d'une ndésincrustation' partielle et, vraisem-
blablement sélective, en fonction de la réactivité des lignines et des tanins.

II. - STRUCTURE ET RÉACTIVITÉ DES LIGNINES

Très peu de recherches ont été consacrées à la structure des lignines de chêne
qui sont formées (figure 1), comme les lignines des autres angiospermes, à partir de
monomères de type alcools hydroxycinnamiques monométhoxylés : monomères
guaiacyls, et diméthoxyles : monomères syringyles (FREUDENBERG, -|968; SARKA-
NEN et LUDWIG, 1971). ll est maintenant établi, et confirmé, que des fractions de
lignine de compositions monomériques différentes peuvent être extraites à partir de
bois d'angiospermes (MONTIES, 1985) et, en particulier de bois de chêne (OBST et
LANDUCCI, 1986; TOLLIER et a/., 1986). ce phénomène pourrait être significatif lors
de la maturation des boissons parce qu'il pourrait entraîner la solubilisation sélective
de lignines de composition monomérique différente de celle des bois. C'est ainsi oue
la solubilisation de lignine-s de type guaiacyl pourrait résulter de la dégradation des
parois primaires (couches LM et P) alors que des lignines de type syringyle pourraient
provenir des parois secondaires (couche S2). Dans ce dernier cas, l'oxydabilité remar-
quable des motifs syringyles (STEELINK, 1972) pounait aussi entraîner la formation de
2,6- diméthoxybenzoquinone discutée précédemmenr.

Dans la mesure où des fractipns de lignine deviendraient extractibles, il est aussi
vraisemblable que la composition du milieu d'extraction puisse affecter la dissolution
sélective de fractions. scHUERCH, dès 1 952, a montré que des mélanges de solvants
pourraient être meilleurs solvants des lignines que chacune des composanres pures
du mélange; ce résultat a été, par exemple, confirmé récemment par MORCK et a/.,
(1986). Les résultats de PUECH (1984) qui, précisant ceux de StNGLETON (i961),
établissent que le nçspplexe lignine" de chêne.est isolé avec un meilleur rendement
par l'éthanol aqueux à 55 p. 100 que par l'éthanol pur ou par I'eau pure sont cohé-
rents au modèle deSCHUERCH. ll serait intéressant de préciser la composition mono-
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méri\e, la structure moléculaire et macromoléculaire de ce "complexe lignine" et,
notamh{t, ses relations éventuelles avec les lignanes et polylignanes discutés précé-

demment. \

L'insolubilité remarquable des lignines dans les solvants neutres en absence
d'acides ou de bases, a conduit à admettre que cette macromolécule forme des
réseaux infinis (SCHUERCH, 1952; SRKANEN et LUDWIG, 1971). La dissolution de
fractions de lignine ne pourrait avoir lieu qu'après rupture sélective de liaisons intermo-
nomériques. La figure 2 présente un schéma moléculaire de lignine suffisant pour dis-
cuter ce point. La formation de fractions de lignine aisément solubilisables, tant en
milieu faiblement acide ou alcalin, est explicable, dans des conditions doLices de tem-
pérature ambiante, par la rupture des seules liaisons a-aryléther de type benzylique.
Ce type de solubilisation pourrait conserver la structure moléculaire des lignines (liai-

son 1 à 5 : figure 2); elle ne provoquerait pas de réactions secondaires qui ont pour

effet de modifier la composition monomérique des lignines. Comme le montre le
tableau lll, ce type de réaction peut être observé dans des conditions plus brutales :
chauffage sous reflux aqueux soude 2N ou SOrHe 5 p. 100 (JOUIN et a/., 1987).
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La figure 3 permet de comparer les spectres d'absorption des fractions de ligni-
nes solubilisées à partir du bois de cæur et de I'aubier de Quercus robur par le tralte-
ment sulfurique à reflux dont les résultats sont donnés dans le tableau lll. La fr.action de
lignine solubilisée dans ces conditions a été extraite successivement par le dichloromé-
thane puis le n-butanol, donnant une phase aqueuse résiduelle qui ne présentait en
aucun cas de maximum d'absorbance entre 300 et 400 nm. Par contre, et seulement
dans le cas du bois de cæur, on a pu observer, entre 330 et 350 nm, le double maxi-
mum typique de composés de la série ellagique. Le même type de résultat a été
observé dans le cas de Quercus petrea quoique avec une moindre intensité. Les chro-
mophores responsables sont en cours d'étude. Dès à présent, il parait possible de
conclure que la formation de bois de cæur se traduit par la présence de composés de
Çpe ellagique dans le résidu pariétal de cæur de chêne. comme ces pigments ellagi-
ques n'ont pas été détectés dans les aubiers, on peut supposer I'existence d'une
uincrustation" des composés polyosidiques par les tanins ellagiques et même éven-
tuellement une lignification secondaire au sens de HERGERT (1977). Dans le cas
d'une "incrustation" des polyosides, il pourrait y avoir soit piégeage de tanins dans
des pores irréversiblement fermés lors du séchage des bois, soit formation de liaison
covalentes (figure 4). Dans ces deux cas, le modèle d'association des proanthocyanes
avec les parois végétales proposé par HASLAM et LILLEY (1985) serait extrapolable
au cas des tanins hydrolysables.

TABLEAU III

Gomposltlon monomérique de la llgnlne de cceur de chêne et des fractions de
lignlne solubilisées à relhn par traltement acide (SOrHz 5 %, 4 h)

ou alcalin (NaOH 2N, 4h) sous azote.

Caractérisation des monomères non condensés guaiacyliG) et syringile (S),
après oxydation par le nitrobenzène alcalin et analyse CLHp des pr&uits

selon les condition du tableau l.

Rendement et composition exprimés en rapport massiques.

La figure 2 permet aussr de proposer des mécanismes expliquant la formation
d'aldéhydes hydroxycinnamiques (coniféraldéhyde et sinapaldéhyde) et d'aldéhydes
benzoiQues (vanilline et syringaldéhyde). ll suffit pour cela de considérer I'unité mono-
mérique terminale liée par la liaison notée T. D'après les études faites sur divers modèles

Echantillon Rendement
(G/G + S)

Composition
(s/G)

Bols brut
(résidu pariétal)

Hydrolyre alcallne
(culot acido-insoluble)

Hydrolyee aclde
(fraction acido-insoluble)

2 8 r 1

3 3 t 1

2 7  x ' l

2 .6 r  0.1

2.0 t  o . t

3.7 t  0 .1
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par KRAïZ et a/., (1959), on peut expliquer la formation d'aldéhyde coniférylique (ou
sinapylique) par une réaction d'élimination concernant le carbone 7 et aboutissant à la
rupture de la liaison aryléther T (figure 5). La formation de vanilline (ou syringaldéhyde)
résulterait ensuite du clivage oxydatif de la double liaison conjug ée, aB, des aldéhydes
cinnamiques correspondants, selon le modèle du pUECH (1994). ll est remarquable
que ces deux types de produits aient été observés par KRATZL tant sur des prépara-
tions de lignine, des lignines de BRAUNS (lignanes ? que des polymères et des dimè-
res modèles chauffés à 175oc (1h), en milieux aqueux acidifié à pH = 3.0 par quel-
ques gouttes d'acide acétique.
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. texte). Le mode cle substitutiû des monomèÆ est indiltétût.

Le tableau I permet de constater que le chauffage de bois sec, pendant .l heure à
1600 c en tube scellé, provoque la formation d'aldéhydes benzoiQues extractibles par
l'éthanol ainsi que des aldéhydes hydroxycinnamiques : coniféraldéhyde et sinapal-
déhyde (publication en préparation). ll est vraisemblable que dans les deux cas, il y a
réarrangement des unités terminales des lignines selon le mécanisme de la figure. ll est
tentant de rapprocher ces résultats des données obtenues par pyrolyse des bois à
haute température (FENGEL et wEGENER, 1984; FA|X et ME|ER, 1987) au cours de
laquelle la formation des aldéhydes vanilline, syringaldéhyde, conitéraldéhyde et sina-
paldéhyde a été observée en quantités variables selon les essences de bors avec, en
plus, formations de dérivés de type crésols, éthylphénols et eugénols. Des composés
de ce type ont été rapportés dans des eaux-de-vie par LEHTONEN et LEHTONEN
(1983); la formation de composés de ce type a été aussi décrite par BREZNy et a/.,
(1983) lors de la pyrolyse de dimères modèles de lignine réalisée entre 2750 et 3150 C.
La présence de fonctions alcool benzylique (figure 2) suffirait cependant à abaisser de
façon très significative (150o au lieu de 27oo) la stabilité thermique des liaisons aryl-
alkyl-ether en B (DoMBURG et a/., 1974);le domaine de température est plus proche
du domaine 600-900 qui est généralement assigné aux températures de transition
thermique des l ignines gaiacylrn sltu de conifères (lRVlNE, 19g4; SALMEN, 1984). l l
est donc très vraisemblable que la structure moléculaire des lignines affecte, dans la
zone 60-150oC, leur stabilité thermique et leur réactivité. Lors d'une étude compara-
tive faite sur fractions de lignine de peuplier et de pin par calorimétrie différentielle
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entre 50 et 2000 C, il nous a été possible de montrer des différences de stabilité thermi-
que qui seraient attribuables à la composition monomérique des lignines (LAPIERRE
et a/., 1986). ll est vraisemblable que des effets analogues puissent exister lors du cin-
trage des bois de chêne et que ces effets dépendent de la présence d'extractibles
capables de provoquer des hydrolyses avec réactions de recondensation par exem-
ple. Dans ces conditions de pyrolyse aérobie, il pourrait y avoir rupture radicalaire
intramoléculaire des lignines au niveau de liaisons aB avec formation de structures
aldéhydiques, vanilline et syringaldéhyde, liées sous forme éther selon un mécanisme
analogue à celui décrit par ROBERT et CHEN (1987) et qui ne seraient solubilisables
qu'après hydrolyse alcaline.

L'ensemble de ces résultats permet de conclure que la formation d'aldéhydes
phénoliques est possible dans le bois même après chauffage modéré et en présence
d'humidité dans des conditions voisines de celles mises en æuvre lors du thermofor-
mage des douelles de futailles. Cette conclusion n'est cependant pas exclusive de la
possibilité de formation de ces mêmes aldéhydes par acidolyse douce, selon un pro-
cessus chimique à température ambiante, lors de la maturation des vins et eaux-de-vie.
Elle n'est pas non plus exclusive de la formation de ces mêmes aldéhydes par voie
microbienne discutée orécédemment.

coNcLustoN

ll est surprenant de constater que le bois de chêne qui est à la fois important
comme matériaux (meubles, futailles) et comme source de produils chimiques (tanins)
soit encore si mal connu tant pour ses propriétés physiques que chimiques particuliè-
res.

De ce fait, les modèles explicatifs que nous proposons, par analogie avec les don-
nées obtenues sur d'autre bois, doivent être considérés avec réserve. C'est en particu-
lier le cas, pour les modèles cités, pour expliquer la variabilité du retrait au séchage, le
piégeage des extractibles dans les pores de taille moléculaire des parois cellulaires
ainsi que I'influence des extractibles et des lignines sur la perméabilité et I'affinité des
bois pour les alcools organiques.

Les conclusioôs concernant la formation d'aldéhydes phénoliques, benzoiques et
cinnamiques, par thermolyse des bois ainsi que I'association de composés de type
ellagique avec les parois cellulaires des bois de coeur de chêne sont beaucoup moins
incertaines; elles sont en cours de confirmation.

Compte tenu de I'importance technologique des bois de chêne et de la multiplicité
des effets physiques et chimiques que sont susceptibles d'excercer les extractibles
phénoliques en particulier, il serait aussi très important de préciser aussi leur variabilité
génétique et phénologique.

Note ajoutée en courls de publication

Le lyonirésinolvient d'être récemment identifié par NABETA K., YONEKUBO J. et
MIYAKE M. (1987. Moquzai gakkaishi. 33, 408-415), comme le plus dominant des
composés phénoliques du bois de cæur du chêne pédonculé et des eaux-de-vie vieiF
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lies en fût de chêne. La teneur rapportée par ces auteurs dans le bois (40,3 mg/kg) est
cependant très inférieure à celle des tanins totaux trouvée ici (tableau ll) et, en particu-
lier, des composés de type vescalagine qui sont prédominants parmi ces derniers.

RÉsUMÉ

Les polyphénols du bois de chêne, extractibles et composés liés à la paroi végétale = ligni-
nes, lignanes, tanins et aldéhydes phénoliques, ont été envisagés au niveau moléculaire de leurs
relations avec les propriétés physico-chimiques des bois : retrait, porosité, propriétés mécaniques.

Des résultats originaux ont été aussi présentés concernant le fractionnement des polyphé-
nols pariétaux, I'incrustation des parois par les tanins hydrolysables : acide ellagique associé à
des fractions de lignine, ainsi que la formation d'aldéhydes phénoliques (vanilline, syringal-
déhyde, aldéhydes coniférylique et sinapylique) par pyrolyse douce de la lignine. Des mécanis-
mes réactionnels hypothétiques ont été suggérés.

SUMMARY

oak wood phenolics, extractives and cell wall linked compounds : lignins, lignans, tanins
and phenolic aldehydes have been discussed, at the molecular level, in their relations with
physico-chemical properties of wood = shrinking, permeability and mechanical properties.

Unpublished results have been also reported concerning fractionnation oT cell wall pheno-
lics, incrustation of cell wall by tanins : ellagic acid associated with lignins fractions and formation
of phenolic aldehydes (vanillin, syringaldéhyde, conileraldehyde, sinapaldehyde) during mild
pyrolysis of lignin in oak wood. Hypotherical reaction mechanism have been suggested.

ZUSAMMENFASSUNG

Die exÙahierbaren Polyphenole des Eichenholzes und die Stoffe, die an die planzliche Zell-
wand gebunden sind (Lignin, Lignan, Tannin, phenolaldehyde) wurden auf molekularer Ebene
auf ihr Verhâltnis mit den physisch-chemischen Eigenschaften des Holzes untersucht.

Hinsichtlich der Fraktionierung der parietalen Polyphenole und der Ablagerung der hydroli-
sierbaren Tannine auf die Zellwand wurden neuartige Ergebnisse vorgestellt : die Verknùpfung
ellagischer Sàure mit Ligninfraktionen und die Bildung von Phenolaldehyden (Vanillin, Syringal-
dehyd, koniferische und sinapylische Aldehyde) durch leichte Pyrolyse des Lignin. Hypotetische
Mechanismen der verschiedenen Reaktionen wurden vorgeschlagen.

RESUMEN

Los polifenoles de la madera de roble, extraibles asl como compuestos ligados a la pared
vegetal = ligninas, taninos y aldehidos fen6licos, han sido considerados a nival molecular de
sus relaciones con las propiedades fisicoquimicos de las maderas : retraimiènto, porosidad, pro-
propiedades mecânicas.

También se presentan resultados originales en relacion al fraccionamiento de los polifenoles
parietales, la incrustatiôn de la paredes por los taninos hidrolizables :âcido ellâgico asociado las
fracciones de lignina, asi como la formacion de aldehidos fenôlicos (vanillina, siringaldehido,
aldehidos coniferilicos y sinapilicos) por pirôlisis dulce de la lignina. Se sugieren los mecantsmos
reaccionales hipotéticos.

RIASSUNTO

I polifenoli del legno di quercia, estraibili e composti, legati alla parete vegetale = lignine,
lignane, tannini e aldeidi fenolici, sono stati studiati al livello molecolare delle loro relazioni con le
proprietà fisico-chimiche dei legni : Ritiro, porosità, proprietà mecaniche.
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Risultati originali sono stati presentati concernente il frazionamento dei polifenoli parietali,
I'incrostazione delle pareti dai tannini idrolisabili : acido ellagico unito a frazioni di lignina, cosi
come la formazione d'aldeidi fenolici (vanilllna, siringaldeide, aldeidi coniferilici e sinapilici) con
pirolisi dolce della lignina. Mecanismi reazionali ipotetici sono stati suggeriti .

RÉFÉRENGES BIBLIoGRAPHIoUES

Anonyme, 1984. Tonnellerie : le bois bonificateur. lnformations Bors, 53, 1S-jg.

BARISKA M. etPlzZl A., 1986. The interaction of polyflavonold tanins with wood cell

walls. Holzforschu ng, 40, 299-302.

BLACK R.A., ROSEN A.A. et ADAMS S.L., 1953. The chromatographic ieparation of
hardwood extractives components giving color reaction with phloroglucinol.
J. Am. Chem. Soc., 75, 5344-5046.

BREZNY R., MlHALov V. et KOVAC|K v., 1983. Low temperature thermolysis of
lignin. Holzforschung, 37, 199-204.

BRlcour J., 1971. Analyse de {uelques constituants dérivés du chêne dans les
vieilles eau-de-vie d'Armagnac. Ann. Technol. Agric., 2O,2j7-22A.

BRowN s.A., 1985. Recent advances in the biosynthesis of coumarins. ln "The bio-
chemistry of Plant Phenolics" (Ann. Proc. phytochem. Soc. Europ. VAN SU-
MERE C.F. et LEA P.J. ed.), 25,257-270.

BUTLER w.L. et SIEGELMAN H.w., 1953. conversion or catelc acid to aescutetin
during paper chromatography. Nature, No 183, ' ' |813-1814.

CAUMEIL M., 1983. Le cognac.-eo ur la Science, 48-56.

CHARUK E.v. et RAZUMOVA A.F., 1974. Der Einfluss von Holzextrakstoffen auf die
Permeabilitât von Holz. Holztechnol., 15, 36, 37

CHEN C.-L., 1970. Constituents of Quercus rubra. Phytochemistry, g, 1149.

CHEN C-L. et CHANG H.M., 1985. Chemistry of l ignin biodegradation.In "Biosynthe-
srb and biodegradation of wood componentD, 535-556. HIGUCHI Ed., Aca-
demic Press pub. 679 pages.

DANIEL G. et NILSON T., 1986. ultrastructural observation of wood degrading ero-
sion bacteria. l.Rà Wood Preservation Pub., IRGÂffpt12ïg, 28 p, IRG pub
STOCKHOLM.

DoMBURG G., ROSSINSKAYA G. et SERGEEVA v.,1974. study of thermalstabitity
of p-ether bonds in lignin and its models. Thermal Analysis, 2, 211-Z2j.

EHRNROOTH E.M.L., 1984. The swell ing of dried and never dried acid chlorite deli-
gnified fibers. Svensk Papperst, 12,74-17.

FAlx o. et MEIER D., 1987. Pyrolitic and hydrogenolitic degradation studies on ligno-
cellulosics, pulps and lignin. Fourth lnt. Symp. Wood putping Chem.,ISWPC
Paris. 253-258.

FE

FE

FR

GL

GF

\2L

HA

HE

HE

IR\

JO

JO

KL

KL

-  186 -

KR

LES  POLYMERES  VEGETAUX  Vol. 2 - part 1

387/529



FENGEL D. et wEGENER G., 1984. ln (wood : chemistry, ultrastructure reactions,,
319-344. W. de GRUYTER Ed., 613 pages.

FEUILLAT M., 1982. L'élevage des vins de Bourgogne en fûts de chêne. Rev. FranÇ.
Oenol.,88 bis, 17-29

FREUDENBERG K., 1968. The constitution of lignin in "Csns117r1i.n and biosynthesis
of l ignin", p. 64, 122. FREUDENBERG K., NETSH A.C. Ed., Springer Vtg
pub., 129 pages.

GLORIES Y., 1983. Étude de quelques facteurs intervenant sur la qualité des vins de
garde. Rapport DGRST no 81G1338,20 pages, Institut Oenologie, Bordeaux.

GREAVES H., 1970. The effect of some wood inhabiting bacteria on the permeability
ol Eucalyptus regnans and Prnus radiata sapwood and heartwood. Hotzfor-
schung, 24,6-14.

GUYMON J.F. et cRowELL E.A., 1968. separation ot vanil l in, syringaldehyde and
other aromatic compounds in the extracts of french and american woods by
brandy and aqueous solutions. eual. plant. Mat. Veget., 16, 920-339.

HASLAM E. et LILLEY T.H.,,1985. New polyphenols from old tannins in .16s Bioche_
mistry of Plant Phenolicsu (Ann. proc. phytochem. Soc. Europ. VAN SUMERE
C.F. et LEA P.J. Ed.), 25, 23t-256.

HERGERT H.L., 1958. Cork from white fir bark. Forest prod. J., g, gg5-339.

HERBERT H.L.,1977. secondary lfonification in conifers in ceL chem. rechnol. (ACS
Symp), 48,227-243.

IRVINE G.M., 1984. Ihe glass transition of l ignin and hemicellulose and their measu-
rement by differential thermal analysis. Tappo, 67, 119-l21r.

JOSEPH E. et MARCHEM.,1972. contribution à l 'étude du vieil l issement ou cognac,
identification de la scopolétine, de l'aesculetine, de la B-méthylombelliferone,
de I'aesculine et de la scopolétine, hétérosides provenant du bois. connais-
sance Vigne Vin, 6,273-330.

JoulN D., TOLLIER M.-T. et MONT|ES 8., 1987. Linif ication of oakwood - 1 - t ignine
déterminations in sapwood and heartwood. ceil. chem. Technot. (sous presse).

KLAUDITZ w., 1952, Zur biologisch-mechanischen wirkung des Lignins in stamm-
holz der Nadel- und Laubhôlzer. Hotzforschung, 6,70-92.

KLAUDITZ w., 1957. Zur Biologisch-mechanischen wirkung des Hemicellulosen in
Festigungsgewebe der Laubhôlzer. Holzforschung, 11, 1 10-1 16.

KRATZL K., KISSER W., GRATZL J. et STLBERNAGEL H., 1959. Der B-guajacytâther
des Guajacylglycerins, seine umwandlung in coniferaladehyde und ver-
schiedene andere Aryl-propan derivate. Manatsch. Chem., n,771-192.

* 1 8 7 -

LES  POLYMERES  VEGETAUX  Vol. 2 - part 1

388/529



LAPIERRE c', ROLANDO c. et MoNTTES B., 1983. characrerization of poprar rignins
acidorysis products : capiilary gas-riquid and riquid-riquid chromatography of
monomenc compounds. Holzforschung, 3T, 1gg_1gg.

LAPIERRE C., MONTIES 8., VASSAL-GONTHIER A. Et DWORKIN A., 1986. DiffE-
rentiar carorimetric study of pine and poprar rignins between 300 an 5250 K.
J. Appl. polym. Science, gZ,4561-4572.

LEHTONEN M. et LEHToNEN F., 19g3. The determination of voratire phenors in rum
and brandies by GC and LC. lnstrumental Anal. Food., 2, Agl-4O7.

LUNDQUTST K., 1920. Acid degradation of rignin. Acta chem. scand. 24, ti8g-907.
MARCHE M., JOSEPH E., GOIZET A. Et AUDEBERT J., 1975. ÉtUdE théOrrqUES SUr IE

cognac et son vieiilissement en fûts de chêne. Rev. Franç. oenorogie, No 57,
1 - 1 7 .

MONIfES 8., 198S. Recent advances on lignin inhomogeneity in oThe biochemistry
of prant phenorics" (Ann. proc. phytochem. soc. Europ. vAN suMERE c.F.
et  LEA p.J.  Ed.) .  25,  161_18. t .

MONTIES 8., MESTRES c. et BAGDHADT K., 1981. chemicarand physicar properties
of a brittle curm rignin rich mutant of rice. rnt. symp. wood putping chem.
(ISWPC) Ekmann-Days, 4,40_44. STF| pub., Stockhotm.

MoRcK R', YASUDA H., KRTNGSTADT K. et HATAKAYAMA H., 1966. Fractio-
nation of kraft lignin by syccessive extraction with organic sotvents.
Holzforschung, 40, 51 _60.

NABETA K', YONEKUBo J. et MTYAKE M., 1986. Anarysis of voratire constituents of
european and japanese oaks. Mokusai Gakk., 92,g21_g27.

NAUDIN R', 1986. Érevage des vins de Bourgogne en fûts de chêne; cas des vins
brancs et rouges de garde. c.S.T. session r.T.V., lnstitut Technique du Vin
publication, l7 pagesi

OBST J. et LANDUCCT L.L., 19g6. euantitative r3c-NMR of rignins-methoxy : aryl
ration. Holzforschung, 4O, gl_g2.

PEARL I'A', BEYER D.1., JOHNSON B. Et WILKINSON S., 1987. AIKAI|NC hYdTOIYSiS
of representative hardwoods. TAppt, 40. g\4-g7g.

PECK E.C., 19S7. How wood shrinks and swells. Forest. prod. J., 7,235_244.
PUECH J.L., 1984. characteristics of oak wood and biochemicar aspects of armagnac

aging. Am. J. Oenol. Vitic., 95,77_g1r.

PUEOH J.L. et VrsocKrs R.J., 1986. Extraction et évorution des composées phéno_
liques du bois de chêne au cours dL vieiilissement des whiskies. Leôens.
Untersuch. Forschg., 79, 469-41 j .

PUE(

PON"

RIBÉI

ROBI

ROSE

SAKA

SALM

SALO

SARK

SCALI

SCALI

SCHU

SEIKEI

SHARI

-  188 -

LES  POLYMERES  VEGETAUX  Vol. 2 - part 1

389/529



PUECH J.L., LEAUTE R., CLOT G., MONTEDEU L. et MONDIES H.. 1982. Étude de
la lignine et de ses produits de dégradation dans les eaux-de-vie de cognac.
Bull. Groupe Polyphenol, 11, 605-611.

PONTALLIER P., SALAGOÏTY-AUGUSTE M.H., RIBÉREAU-GAYON P., 1982. INTET-
vention du bois de chêne dans l'évolution des vins rouges élevés en barri-
ques. Connalssance Vigne Vin, 16,45-61 .

RIBÉREAU.GAYON J. ,  PEYNAUD E. ,  RIBÉREAU.GAYON P. ,  SUDRAUD P. ,  1975.
Vieil l issement des vins, chap. 14 inTrait. d'ænologieYol.3,l lO-724. Dunod
Ed., Paris.

ROBERT D. et CHEN C.L., 1987. Structural analysis of biodegraded lignins from
spruce wood decayed by Phanerochaetes Chrysosporium by quantitative
r3C NMR spectroscopy. Fourth lnt. Symp. Wood and Pulping Chem. (lSWpC
Paris), 139-145.

ROSEN H.N., 1978. lnteractions of alcools and organics acids with wood. Wood
Scr'ence, 10, 151-157.

SAKAKIBARA A., SASAYA T! MlKl K., et TAKAHASHI H., 1 987. Lignans an BRAUN's
lignin from softwood. Hollorschung,4l, 1-1 1.

SALMEN L., 1984. Viscoelastic properties of in situ lignin under water satured condi-
tions. J. Mat. Scienc., 19, 3090-3096.

SALOMON M. et KOZAK., 1968. Sl'rrinkage of sapwood and heartwood of young dou-
glas fir trees. Foresf Prod. J., 18, 90-94.

SARKANEN K. et LUDWIG C.H., 1971 . Lignins : occurence, formation, structure and
reactions.916 pages Wiley. Interscience Pub.

SCALBERT A., MONTIES B. et JANIN G., 1987. Comparaison de méthodes de do-
sage des tanins : application à des bois de différentes espèces. C.R. 2ème
Colloque Scr'ence Technique du Bois (NANCY), (sous presse).

SCALBERT A., MONTIES 8., DUPOUEY J.L. et BECKER M., 1986. Potyphenots
extractibles du bois de Chêne. Bull. Groupe Polyphénols, lg, 6'l 5-619.

SCHUERCH C., 1952. The solvent properties of l iquids and their relation to the solubi-
lity and fractionnation of lignin. J. Am. Chem. Soc., 74, 5061-5067.

SEIKEL M.K., HOSTETTLER F.D. et NIEMANN G.J., 1971. Phenotics of euercus
rubra wood. Phytochem. 10,2249-2251 .

SHARMA U., BRILLOUET J.M., SCALBERT A. et MONTIES 8., 1986. Studies on a
brittle stem mutant of rice, Oriza sativa L., characterization of lignin fractions,
associated phenolic acids and polysaccharide from rice stem. Agronomie, 6,
265-271.

- 1 8 9 -

LES  POLYMERES  VEGETAUX  Vol. 2 - part 1

390/529



S|NGLEToN V.L. et DRAPER D.E., 1961. Wood chips and wine treatment : the nature

of aqueous alcool extracts' Am' J' OenoL Vitic'' 12' 152-1 58'

S INGLETONV.L . , l gT4 .Someaspec tso f thewoodencon ta ine raSa fac to r i nw ine
maturation in .Chemistry of Wine Making"' 255-277' A'C'S' series no 137'

WEBB A.D.  Ed. ,  311 P,  ACS Pub'

STAMMA.J . ,134 'Ë f fec to f i no rgan i csa | t suponswe | | i ngandsh r i nk ingo fwood .
J. Am. Chem. Soc., 56, 1195-1204'

STAMMA'J. , lg42.Var iat ioninshr ink ingandswe| | ingofwood.Trans.A.S.M'E. ,63 '
379-386.

STEEL|NK C.' 1972, Bio|ogica| oxydation ol |ignin phenols. Rec. Adv. Phytochem.,4'

239-270.

sToNE J.E. et sCALLAN M., 1968. A structural modelfor cellwallwater swollen pulp

fibers based on their accessibility to macrornolecule. cel/. chem' Technol'

2, 343-358.

TARKOW H. et FEIST W.C., 1968. The superswollen state of wood. IAPPL 51' 80-83'

ToLLIER M.T., MONTIES B.,LAPIERRE C., HERVÉ DU PENHOAT C. Et ROLANDO C.

1986. Inhomogenelty of angiosperm lignin' Holzforschung' 40' 75-79'

TRTCARD C., SALAGOÏTY M.H. et SUDRAUD P., 1987. La scopolétine : un marqueur

de la conservation en fÛts de chêne. connassance vigne vin,21 , No 'l ' 33-41 '

WARDROP A.B. et DAVIES G.W., 1961. Morphologicalfactors relating to the penetra-

tion of liquids into wood.'Holzforschung, 15, 129-141 '

- 1 9 0 -
LES  POLYMERES  VEGETAUX  Vol. 2 - part 1

391/529



1\
,l^jL{.2ëY

9 Recent advances on lignin inhomogeneity
B. MONTIES

Introduction

Biosynthetic and model compound studies (Freudenberg and Neish 1968)
have shown that the basic monomer of the lignin polymer is the phenylpro-
pane C9 unit. In gymnosperm lignin, the majority of monomers have a meth-
oxyl group adjacent to the phenolic hydroxyl to give a guaiacyl unit (G) as
shown in Fig. 9. l. Other monomeric units may contain two methoxyl groups

Y C
l .

Ê-c-o
l *

l *  l *
c-c-c
l l

R : H  R r = H R , : H  H

R2

R = H  R r : O C H s  R z = H  G

R:  H R,=  OCH3 R?= OCH3 S
o R

Fig. 9. | . Structure and nomenclature of the phenylpropane C9 monomers shown in a
model 'dimer'. Formally, the phenylpropane units can be regarded as a phenylgly-
ce rol. The ether linkage joining the two units is a B-aryl ether bond which is the most
abundant linkage in lignins and is characteristic of the'end wise' linear structure
according to Sarkanen ( | 97 | ).

adjacent to the phenol, or contain no methoxyl group at all; these correspond
respectively to syringyl(S) or hydrophenyl(H) units (Fig. 9.1). In angiosperm
and in monocotyledon lignins, S units occur at about the same frequency as
G monomers but H monomers remain in a minority.

Thus, gymnosperm and a4giosperm lignins are classified as'guaiacyl' and
'guaiacyl-syringyl'type l ignins, which are the most typical examples of l ignin
'inhomogeneity' or'heterogeneity'.

The use of the generic term, lignin, rêpresents a simplification that does not
reflect the many variations reported between the lignin fractions isolated
either from the same or from different plants. Since 1970, the number of pub-
lications using the terms'l ignin heterogeneity' (Morohoshi and Sakakibara
197 I ; Terashima et al. 1979; Glasser 1980; Monties and Lapierre 198 I ; Fen-
gel and Wegener l9E4) or' l ignin inhomogeneity' (Chang et al. 1975;I*e et
al. l98l;Langeet a/. 1983) ofl ignin have greatly increase{.

.'\
I

a-c-
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162 B. Monties

In this review. which cannot be exhaustive in terms of all references avail-

able, I will present and discuss mainly results obtained in our laboratory
which concern two types of 'heterogeneity' (Monties and Lapierre 198 l). The

term heterogeneity has been applied at two levels: firstly, monomeric compo-
sition of lignin fractions; secondly, type of linkage between phenolic acids
and lignin preparations. Some fractionation procedures which may influence

the heterogeneity of these preparations will be also discussed. However, it

seems desirable to clarify, first, the concept of heterogeneity and to illustrate

at what structural level the inhomogeneity o[ l ignin has been emphasized.

Lignin Inhomogeneity or Lignin Heterogeneity?

The term 'heterogeneous' has often been used as a synonym of'polydisperse'
in the description of biological macromolecular preparations. Gibbons
(1963) has discussed clearly the fact that a preparation may be monodisperse
with respect to one measurable property, polydisperse with respect to a

second and heterogeneous with respect to a third. In the view ofthis author,
a mixture of two different molecular species each pure or homogeneous but
polydisperse would be heterogeneous. As the molecular and macromolecular
properties of the lignin fractions frequently re mains ill defined, it seems better
to use the term lignin inhomogeneity to describe the variations in the size and
structural details of the preparations.

Iævels of Inhomogeneity in Lignins

Literature distinguishes several main level of inhomogeneity which include
molecular, macromolecular, si.rpermolecular and cytochemical level'

MOLECULAR INHOMOGENEITY IN LIGNINS

Lignin has been studied most intensively at the molecular level. Detailed re-
views have been published (Freudenberg and Neish 1968; Sarkanen and Lud-
wig l97l; Adler 1977; Sakakibara 1980; Glasser 1980) in which l ignin
molecular models were constructed and altered to include additional infor-
mations as they become available. Chemical properties and reactivity of
lignin has even been computer simulated by Glasser (1974). Experimental
results were combined and interpreted in terms of average phenylpropane
substructure in lignin preparations; a structural scheme for guaiacyl lignin
including a 95 monomer unit was obtained (Glasser 1980). Comparison of
these models reveals discrepancies attributed to differences in types and fre-
quencies of intermonomeric linkages (Glasser and Glasser l98l). As pointed
out by Sakakibara ( I 977), it is important to emphasize that these models pro-
vide o4ly statistical informations on for example the frequency of intermono-
meric linkages. Moreover, with the exception of the scheme proposed by
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Nimz (1974) for birch lignin, all these models are representative of gymno-
sperm guaiacyl type lignin only. The well-established molecular inhomo-
geneity corresponding to variations in the frequency of the H, G and S
monomers in the 'guaiacyl' and 'guaiacyl-syringyl' 

classes of lignins (creigh-
ton et al. 19,14) has been excellently reviewed by Sarkanen and Hergert (1971)
and by Adler (1977). However, variations in monomeric composition and in
type of monomeric linkage in relation to classification, discussed by these
authors, or in relation to cytological origin and condition of growth, such as
in reaction woods as reviewed by Monties and Lapierre (r9gl) were not
t"aken into account. This imparts a special interest in macromolecular aspects
of l ignin inhomogeneity.

MACROMOLECULAR INHOMOGENEITY IN LIGNIN

The macromolecular structure of lignin has been examined at different levels
by Erins et al. (1976), Gravitis et al. (1976) and Graviris and Erins (19g3).
According to these authors and to polymer rext-books (Flory 1953; Rodri-
guez l97l; Manson and Sperling 1977; Bovey and Winslow 1979), it is suffi-
cicnt to consider here the topological order of the monomers and the
resulting spacial structure of lignins.

Topological Order of Monomers in Lignins

Topological order of monomers in lignin fractions shourd be considered as
important because some spacial properties of the lignin polymer may not be
closely dependent on the molecular geometry but may be determined mainly
by the order among the monomers. At the topological level, lignin inhomo-
geneity may be accounted for variations in the spacial distribution of the
three monomer units in the polymeric structure. Two extreme examples of
spacial distribution have been suggested respectively by Brauns (1952) and
by Obst (1982).

From comparative analysis of birch lignin fractions, Brauns suggested two
different topological arrangement tor'syringyl-guaiacyl'lignins. The first ar-
rangement comprised two types of lignins: one containing only guaiacyl units
(type I), the other consisting in a mixture of syringyl and guaiacyl groups
(type II):

G-G-G-G-G-G
Type I lignin

S-G.S-G.S-S-S-G-G-S
Type II lignin

The second arrangement involved a type III lignin which contains both
type I and type II in a such way that cleavage into type I and type II readily
occurred during isolation (dotted line):
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G.G-G-G-G-G:S-G-S-G-S-S-G-S-S
:

Type III lignin

Contrary to this view, Obst concluded from delignification studies of oak

and birch cell wall fractions, that discrete syringyl and guaiacyl homo-

polymers, if present, would have to be thoroughly mixed; according to his

conclusion and to the usual nomenclature of polymer chemistry (Bovey and

Winslow 1979), lignin may exist as a syringyl-guaiacyl copolymer with G and

S units arranged almost completely in random' With respect to the same no-

menclature, the Braun's type III angiosperm lignins may be described either

as a block polymer or as grafted polymer (Fig. 9.2) according to whether

branching occurs at the terminal or non terminal units of linear type struc-

tures.
According to Brauns, homopolymer sequences may be also present but

containing only G units. Furthermore, homopolymer syringyl sequences

linked by p-aryl ether type linkage (Fig.9.l) has been suggested from model

studies by Sarkanen (1971). According to the conditions of polymerization,

the formation of linear ('endwise') and of branched ('bulk') polymers were

suggested. The possible formation of such polymers has been supported by

results of studies on physico-chemical properties of synthetic lignin models
(Lai and Sarkanen 1975; Yamasaki et al.1978a; Karmanov et a/. 1980).

The existence of such 'syringyl lignin' was earlier considered dubious by

Freudenberg and coworkers who reported that the syringyl monomer does

not lead to lignin like polymers; instead, it is dimerized or oxidized (Freuden-

berg and Neish 1968). The isolation and characterization of a lignin firaction,
from birch wood, rich in syringyl units, by Yamasaki et al. (1978b), can be

taken as indicative of the possible occurrence of homopolymer sequences o[
the syringyl type. To our knowledge, no other detailed information has been
published describing these topological aspects of lignin structure. For some
years we have sought evidence of monomeric inhomogeneity in lignin frac-
tions isolated from poplar wood. Discussion of these results, presented later,
requires a brief review concerning the supermolecular and cytochemical
aspects of inhomogeneity.

Supermolecular Organizat ion in Lignins

The supermolecular level includes the overall architecture of lignins and their
general relationship with the other macromolecules of the cell wall. In 1962,

Goring discussed the physico-chemical properties of lignin before and after

extraction from wood. As lignins are only solubilized after degradation, and

since the solubilized lignins show, in general, a wide polydispersity and a low
viscosity, Goring suggested that lignin occurs in wood as a three dimensional
network. This hypothesis was in acrordance with previous studies on deligni-
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Fig. 9.2. structures of homopolymers and copolymers. only two different type of
monomers are shown: open and closed circle. The formation of a circle is possible in a
cross linked network. According to Gravitis et al. (1971), the formation of such a
microgel may be a lactor of supermolecular inhomogeneity in lignins.

fication (Nokihara et at. 1957) and w4s confirmed by theoretical interpre-
tations of delignification kinetics (Szabo and Goring 196g; Bolker and
Brener 1970; Yan l98l; Yan and Johnson lggl).

These interpretations have led to the conclusion that lignins behave like a
gel: an infinite network charactsrized by an infinite average molecular weight
(Flory 1953; Bovey and winslow 1979). Even if soluble l ignins and perhaps
lignin in wood, appear of finite dimensions (Gorin get al. 1979;Coring Da:;,
the infinite dimension of the network is not a serious obiection. An infinite

165
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degree of polymerization is a mathematical definition of a gel, whilst the

chemical definition is that a get is insoluble in good solvents (Yan and John-

son l98l), which is the case for lignins in wood. Thus, at the supermolecular

levet, tignins seem to exist as gels, the formation of which can be described as

being tËe result o[gradual polymerization of highly branched molecules in a

"rorilink.d network (Fig. 9.2). At present, experimental data on lignin gels

and gel formation are lacking. According to Gravitis et al. (1971) and to Gra-

vitislnd Erins (1983), the microglobular particles in lignin preparations

reported by Goring (Goring et al.1979; Goring 1983) should result from a

microgel formation step during the lignification proæss. Fig. 9.3 summarizes

the Giavitis and Erin's model with slight modifications. The microgel par-

ticles are defined as branched macromolecules enclosed in circles' Interesting

but perhaps fortuitous, is the fact that only the more elaborate molecular

scheme proposed until now (Glasser l98l), includes two adjoining circles

with I I and 29 monomer units, respectively. Model studies on lignification

have shown that the solubility of the model oligomers, such as II in Fig- 9.3'

is strongly dependent on the conditions of polymerization (Lai and Sarkanen

l9?5) and on the nature and relative concentrations of monomeric units

(Schweers and Faix 1973; Faix and Besold l98l). As the solubility factor is

considered as critical during microgel evolution (Karmanov et al. 1982) and

the polymerization of model lignins (Allan et al. 1973), we can assume that

the disiribution of G and S monomer units are non random at least, for

example, in the crosslinked microgels (V, Fig. 9.3). Thus topological and

supermolecular inhomogeneity in lignins may be interdepèndent' However,

since no experimental data are currently available to confirm these models, it

remains to try and relate {hese macromolecular data with cytochemical

observations.

CYTOCHEM ICAL INHOMOGENEITY

Cyrochemical inhomogeneity with respect to the distribution of lignins with

different monomeric compositions has been clearly shown by ultraviolet

microscopy of angiosperm cell walls (Musha and Goring 1975). In birch, the

fibre secondary cell wall S, contains largely syringyl residues while the vessel

secondary wall S, consists mainly o[ guaiacyl units. These results have been

confirmed by transmission electron microscopy with energy dispersive X-ray

analysis (TEM EDXA) after bromination of lignin by Saka et al. (1983).

However, some discrepancies which were found between the two methods,

may have arisen from low UV absorbance measurement. A good method for

..ràluing this discrepancy is to separate physically various tissue fractions.

This typ; of fractionation has confirmed that lignin in different fractions of

birch wood has different proportions of syringyl to guaiacyl monomeric

unitsl secondary walls of the fibers as well as ray cells were found to be richer

in syringyl units while middle lamella-, primary wall-, and vessel-lignins were
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Fig. 9.3. Macromolecular aspect of lignification with formation of heterogenàous
network modified from Gravitis and Erins (1983). I: linear (endwise) or slightly
branched (bulk) oligomers; II: branched polygner; III: microgel particle: branched
macromoleculc with circles; IV: homogeneous crosslinked structure obtained by
crosslinking branched polymer; v: inhomogeneous crosslinked structure obtained by
crosslinking microgel. Mechanically active chains in the network are drawn with a
thick solid line, non active as a thin line. soluble fractions are surrounded bv a dashed
circle.

richer in guaiacyl units (Hardell et al. 1980). Thus cytochemical inhomo-
geneity of lignins seems clearly established in angiosperm but the relations of
this third type of inhomogeneity to the molecular and macromolecular one
remains still poorly defined. Two biosynthetic peculiarities of lignins may
contribute to this fact: (l) lignin is a very unusual natural product in that it is
optically inactive even though asymmetric carbons are present in the mol-
ecule (Fig. 9.1); (2) lignin is accumulated during the successive stages of xylem
cell differentiation as a non uniform function of the stage of development and
localization in the cell walls. The well-established lack of optical activity of
lignins (Miki el a/. 1980) is now rationally interpreted as the result of a non
stereospecific dehydrogenation of the p-hydroxyphenylalcohols via phenoxy
radicals (Freudenberg and Neish 1968; Higuchi 1980). However, the non
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uniform process of lignification appears to be controlled at the cellular level
(Wardrop 1976) and it progresses independently in the differe nt parts of the

wall before and after the thickening stage of S, (Fujita et al. l98l; Fujita el

c/. 1983). Furthermore during lignification the biosynthesis and the poly-

merization of the monomer can change as a function of growth conditions
(Monties and Lapierre l98l; Boudet et al. l98l). Thus, on the basis of these
peculiarities, lignin formation in the cell walls may be typified as an in vivo

radical copolymerization in a heterogeneous medium. According to the laws

of copolymerization well established with synthetic polymers (Mayo and

Walling 1950; Flory 1953; Bovey and Winslow 1979), the occurrence of

structural homogeneous network seems to be an exceptional rather than the
normal case (Funke 1968). Thus with reference to synthetic polymers, the dif-
ferent type of inhomogeneity in lignins discussed previously does seem not at
all peculiar. In terms of the condition of biosynthesis, the formation of either
random or block sequences is thereby possible in the same way as the forma-
tion of a grafted copolymer between the lignin and the polysaccharide
network.

In order to reveal these possible levels of inhomogeneity by physico-chemi-

cal methods the main problem is in solubilizing the lignin fraction of the cell
wall with sufficient specificity to avoid destroying the inhomogeneity its€lf.
Combining classical methods of lignin fractionation, we have tried to obtain
evidence of variation in the monomer composition of different lignin
fractions (topological level), and in the type o[ linkage between lignin and
phenolic acids (supermolecular level). Fractionation and characterization
procedures were also briefly studied.

Studies on Lignin Inhomogeneity

Results summarized here were obtained with F. Bayet, Catherine Lapierre
and A. Scalbert and only very relevant publications are quoted.

VARIABILITY IN MONOMERIC COMPOSITION

Isolation of the total lignin from wood in a chemically unaltered form is one
of the most important conditions for lignin characterization. The widely used
procedure of Bjorkman consists of the extraction of lignin from finely ball
milled wood, with aquqous dioxane. Despite its advantage this milled wood
lignin (MWL) has two limitations: (l) the yield is low, usually less than 30%o

.and thus MWL may be not representativs of the total lignin, (2) the lignin is

partly depolymerized and the nature of the changes induced by this pro-

cedure is not known.
In order to make the products of fractionation more representative, we

have combined the Bjorkman procedure with another mild procedure, the
Pew method, which uses commercial ctllulases to hydrolyze the wood poly-
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saccharides of ball milled wood and yields an enzyme lignin which is also
partially depolymerizçd. Three lignin fractions were thereby isolated succes-

sively from extractive free poplar wood; a first fraction (LM) isolated accord-
ing to Bjorkman, a second (LE) according to Pew after cellulase hydrolysis of

the residue remaining after preparation of LM and a third fraction (LR)

obtained after a second ball milling of the residue from the preparation of LE'

The monomeric composition of these lignins was compared by spectro-
scopic methods (ultraviolet, infrared, H and t3C NMR) and chemical degra-

dation (nitrobenzene oxydation and acidolysis). Different types of wood
were used as reported previously (Monties and Lapierre 1980; Lapierre and
Monties 198 I ; 1982; Lapierre et al. 1982; 1983; 1984à).

Table 9.1
Extraction yields of three ligninfractions isolatedfrom poplar wood by combination ot

ball milling and cellulase hydrolysis Qtields calculated as per cent of extactive free resi'

due (RP\ or of Klasson lisnin (KL); other abbreviations in text)

Fractions LRLELM

%RP
t/"KL

2.93 + 0.1
t6.3 + 0.7

7 .7  * . 0 .3
43.0 t 2.9

4.8 + 0.2
26.8 + 1.9

Table 9.1 shows the yields of the three fractions obtained during two frac-
tionations run in parallel. Reproducible and nearly quantitative yieldi were
obtained; using reaction wood from the same sample exactly the same type of
results were also obtained (Lapierre and-Monties l982).

Table 9.2 shows the variations in monomeric compositions of the three
fractions; again in the case of reaction wood lignin fractions exactly the same
type of results were obtained.

In every case, the LE fraction was found to be richer in syringyl units than
the corresponding LM or LR fractions isolated before or after LE respecti-
vely. These differences which were confirmed using other poplar samples
(Lapierre, unpublished) were taken as indicative ol an inhomogeneity of
monomeric composition in poplar lignins.

Using photosynthetically r3C-labelled poplar lignins, we were able to con-
firm by t3C NMR analysis the results ol Table 9.2 (Monties et al. 19821'
Lapierre et al.1984a).

Table 9.3 shows the very good agreement between trC NMR estimation
and nitro-benzene oxydation analysis. It is noteworthy that even using'non
quantitative' conditions, as described by Robert and Gagnaire ( 198 I ), a very
good agreement was found reproducibly between the two methods. Thus the

reservations, expressed by Obst and Ralph (1983) concerning the conditions
necessary for quantitative analysis of lignin '3C NMR spectra, may be
unwarranted.
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Table9.2
Monomeric composition of three Iigninfractions isolatedfrom poplar wood results cor-
responding to the fractions described in Table 9.1 (two fractionations in parallel). Very
similar results were obuined in each case during analysis of corresponding reaction

wood of poplar

LRLELM

Nitrobenzene
s/v
% ( s + v )
Acidolyses*
s/G
% ( s + G )
Infrared
o ,  A (S )a t  l 328cm- t
'o 

A1Cçt 1276.-=
Proton+?

o, HAr. (S)' "  HAr. (c)

t .43 + 0.3
24.2 + 0.5

0.83 + 0.02
13.0 *  0.6

4 5 + l

I

1.97 a 0.03
28.4 a 0.5

l . l 0  +  0 .05
13.9 + 0.8

5 5 + l

t . 2

1.70 + 0.M
26.0 + 0.6

1.00 + 0.02

aPercent of KL weight calculated for the 8 major Hibbert Ketone expressed is equivalent of
2-hydroxy-l-gaiacone (Lapierre er a/. 1983).

'*Surface ratio ofthe signal for aromatic syringyl (6.4 to 6.8ppm) and guaiacyl one (6.8 to
7.28 ppm).

Following a proposal by J. Obst, the methoxyl content o*o*. poplar l ig-
nin fractions was analyzed aJ the Forest Products Laboratory (Obst el a/.
1984). Table 9.4 shows that, in concordance with the acidolysis data from
Table 9.2, LE fractions were always richer in methoxyl groups and thus in
syringyl units, than corresponding LM fractions. The difference in methoxyl

Table 9.3
Relative contenl in'uncondensed* syringyl to guaiacyl units in poplar lignin fractions

e s t ima t ed b y | 3 C N M R in t e gr a t ion da t a and ni t r obenze ne de gr ada l ion

Procedure Ratio* LM LE

t rC NMR integration
('  rC-enriched t ignins)

Molar rat io
(non-enriched l ignins)

Syringaldehyde
Vanil l in

t . 30
1 .25
r .36
1.35,
1.43"

t .65
r .70
t .79
1.80'
t.91"

'Nomenclature according to Fig. 9.1;'uncondcnscd units'are defined as unsubstituted at the
5- or  6-posi t ion.

": Tension and Opposite (normal wood) from Tables 9.1 and 9.2.
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Table 9.4
Methoxyl content of the lignin fractions of poplar wood Qtreparations corresponding to

Tables 9.1 to 9.3)

Methoxyl

Lignin fraction Ash
Total
sugar Average Correctedr

Opposite wood
LM
LE

Tension wood
LM
LE

0.83
2.9

1 .85
3 .7 l

I  t . 87
9.s6

9.91
9.73

16 .51
t 7 . t 6

I  5.59
t6.49

t8 .9 r
r9.60

t7.67
19.05

rFrom sugar and ash.

after correction for ash and carbohydrate content, is in agreement with the
value which can be predicted from acidolysis values. However, the small dif-
ference observed is approaching limits of reliability of the analytical methods
(obst el al. 1984). These results though cannot be affected by variations of
content in H units: both nitrobenzene oxydation and KMnOn_HrO, oxy_
dation failed to give products corresponding to an H monomer and, fùtler-
more, the p-oH benzoic acid content was of the same order in every sâmples
ofeach fractions.

using another type of lignin fractionation rechnique, Kesraoui (19g3) has
reported very similar variations in thé monomeric composition of other
poplar lignin fractions. The results are summarized in Table 9.5. MWL and

Table 9.5
Monomeric composition of MWL and LCC fraction of poplar wood (MWL and LCC
isolatedfrom non-exploded wood; E.MllL and E.LCC isolatedfrom wood exploded at

228'C during 25 s at 40 bar; other abbreviations as in Table 9.2\

Acidolysisr

Lignin fraction
Nitrobenzene

S/V S/G totalG toralS + G

MWL
E.MWL

LCC
E.LCC

1 t

3.2
3 .3
4.0

1 . 2
2.6
t . 9
3.0

9.0
3.6
2.9
2 . 1

19 .9
12.8
8.5
8.2

rAccording to proccdure of Lapiçrre el a/. ( I 9g3).

LES  POLYMERES  VEGETAUX  Vol. 2 - part 1

403/529



172 B. Monties

lignin carbohydrate complexes (LCC) were isolated according to Bjorkman
(1956, 1957) and homologous samples, E.MWL and E.LCC, were isolated
from exploded wood according to Marchesault et al. (1980). The similar
variation in the relative proportions of G and S monomers in the two series
of samples clearly confirms the occurrence of a monomeric inhomogeneity in
poplar l ignin.

VARIATION IN THE TYPE OF LINKAGE INVOLVING
PHENOLIC ACIDS

Esterlinked phenolic acids were first identified in lignin preparations in 1955
when Smith demonstrated the existence of p-hydroxybe nzoate and p-hydroxy-
cinnamate alkali labile groups in lignin from poplar wood and wheat straw.
The occurrence of p-coumaric (PC) and ferulic (FE) acids in many monoco-
tyledenous and in some dicotyledonous plants has been confirmed; p-hydroxy-
benzoic (PB) and vanillic (VA) acids are virtually restricted to the Salicacae.

A previous publication (Monties, 1980ô) has reported that, in lignin prep-
arations, PC and PB are mainly linked to the lignin fraction whereas FE and
VA are associated with the readily hydrolyzable flraction which is very likely
polysaccharide. These results, summarized in Table 9.6, indicated a relatively

Table 9.6
D istr ibut ion of pheno lic acids be tween soluble,' po lysacch4Tidic', and
insoluble,'lignin', fractions prepared by hydrolysis of lignin prepara-

tions from poplar and wheat

Wheat Poplar

Fraction PB VAFEPC

Solubilized
(polysaccharides)

non-solubilized
(lignin)

Total content

t 7

83
5.9

95

5
0.7

6 l

39
| .64

98

2
r.06

Hydrolysis of wheat and poplar prcparations was by commercial ccllulase
and hydrochloric acid.respectively; the lignin preparation was isolatcd after
dry milling in a rotating ntill (10 d,450 r.min).

Total contcnt, in mg/l00mg oflignin preparations; fractions, in percent of
the total.

specific esterification of cell wall macromolecules and suggested a possible
grafting between lignin and polysaccharidic polymers. A possible grafting
unit in a hypothetical network may be a polysaccharide-bond phenolic ester
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linked by an ether bond with lignin, according to the classical quinone-
methide condensation reaction (Freudenberg and Neish l96g). combining
two exhaustive hydrolysis of esters with one acidolysis to break ether link-
ages, it was possible to demonstrate the occurrence of two types of linkage
involving phenolic acids within the l ignin preparation.

Table9.7
Fractionation of phenolic acids from wheat and poplar Iignins by combination of alkaline

hydrolysk and acidolysis

Wheat Poplar

PBFEPC
Lignin
fractions Esters Ethers Esters Ethers Esters Ethers

LM

LE

LA

23.7 + 1.4
(2.3 *  0.1)
22.3 + 0.9
(4.1 + 1.3)
2.0 *  0. t

(0.9 + 0. t)

l . l  *  0 . t  2 . 3  r  0 . 1  1 . 2  *  0 . 1
(0.2 + 0. t )

1.5 + 0. t  1 .5 *  0.2 4.3 + 0.6
(0 .2  +  0 . r )

3 . 4 * 0 .  I  1 . 6 n 0 . 4  l l . 3 + 0 . 9
(0 .7  +  0 . r )

23 .1  a  l . l  3 .6  *  0 . t
( 0 .5  +  0 .1 )
24.0 + t .8  3.9 + 0.1
( r . 2  +  0 . t )

LM and LE fractions obrained.from wheal by the same procedure used for poplar (Table 9. l ),alkali soluble lignin (LA) was.solubilized,with sodium hyàroxide (2N NaoÉ, is "c', t b unaer
nitrogen) and purified by precipitations after acidification. Oth", ubbrruiarionsin ù*ç ]ont"nt
in percent of extractive free wood or straw. In bracket: yield of the second alkaline hyàtotyri, or
esters (control) done before the acidolysis ofethers.

Table 9.7 summarizes the relative content of ester and ether groups in
wheat and poplar lignins. In the case of wheat, these results *"r. ,"idily "on-
firmed using t3C-NMR spectroscopy, by tollowing the disappearance of
ester and ether signals during the fractionation and also after synthesis of pc
esters and ethers by condensation with methylene quinone (scalbert l9g4;
Scalbert and Monties 1985). At the same time as confirming the macromole-
cular heterogeneity of lignins, these results may be taken as evidence for a
branching function of phenolic acids in l ignin fraction networks.

VARIABILITY BASED ON FRACTIONATION AND
ANALYTICAL PROCEDURE

Since the lignin network has to be broken before characterization, conclu-
sions concerning lignin inhomogeneity may be dependent upon the type of
fractionation procedure. The progressive increase in the ratio of syrinjyl to
guaiacyl units in fii,e birch lignin fractions isolated after increasing -îting
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time, reported by Lee et al. (1981), clearly supports this hypothesis and con-
firms the general monomeric inhomogeneity of lignin. Nevertheless, the simi-
lar syringyl to guaiacyl ratios found in the LM and LE fractions (Table 9.2)
which were isolated according to a modified Bjorkman procedure (without

solvent during grinding: dry grinding) as well as of the MWL and LCC frac-
tions (Table 9.5) isolated according to the standard Bjorkman procedure sug-
gest that the fractionation procedure is of less importance. We chose to use
dry grinding because of the consistently higher yields of extraction we
observed under these conditions as shown in Table 9.8 (Monties and Bayet

Table 9.8
Yield of isolation of 'MlltL'- and.'LCC-type lignin fractions isolated under diferent

grinding conditions from wheat straw and poplar wood

Lisnin fractions % CW HR SR V T

Poplar MWL
Poplar LCC
Wheat MWL
Wheat LCC

5.6
t2.2
16 .5
t2 .2

z . q

8.3
J .  t

1 . 7

1 . 5
6.'t
2 .8
2.3

0.6
0.2

<0 .1
0 .1

Cell wall (CW) were ground without solvent in a vibratory mill VIBRATOM (V) or with
ordinary rotating mills at low- (30r.min:SR) or at high-speed (400 r.min:HR)"MWL'and
'LCC'were extracted with dioxanc-water mixture respectively 9-l and l-l (V/V). T: control
without grinding.

unpublished; Monties 1980ô). Similar observations have been reported by
Salud and Faix (1980). HoWever, Fiserova and Suty (1980) did not observe
similar differences in syringyl to guaiacyl ratios between MWL and LCC-
type lignin fractions from birch wood. A careful control of the preparation
procedure appears essential lor studies on lignin inhomogeneity; obviously,
similar caution is necessary for interpretation of the characterization data.

For example, Klason lignin, used classically for standard determination of
lignin (Effiand 1977), is not a correct reference for studies on monomeric
inhomogeneity, as syringyl rich acid-soluble lignins are lost during the isola-
tion of the acid insoluble fraction (Musha and Goring 1974). The same objec-
tion applies to mild acid prehydrolysis often used to improve the purity of the
Klason lignin from annual plants (Monties 1984).

Likewise, improvement in the specificity and in the degradation yields may
also be critical for structural elucidation. For example, the resolution of the
acidolysis method of Lundquist (1976) has been improved init ially by using
capillary gas-chromatography to confirm the inhomogeneity of the LM and
LE lignin fractions from poplar as shown in Table 9.2. Then, in order to in-
crease.the degradation yields, the reagent itself was modified (Lapierre et al.
1984ô). By using ethanethiol and BF, instead of water and HCl, the degra-
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dation yields of B-aryl ether model dime rs (Fig. 9. I ) was increased from 32 to
57oÂ in the case of a homo-syringyl dimer but only from 69 to 70% in the
case of the corresponding homo-guaiacyl dimer. As a speciûc and unexpected
increase of yield was observed with the syringyl model, a correction factor
was introduced in order to improve the evaluation of the inhomogeneity of
the LM and LE lignins from poplar. Table 9.9 shows the dramatic-increases

Table 9.9
Inhomogeneity of LM and LEfractions of poprar rignins as shown by anarysis of ,non

condensed' guaiacyl and syringyr-f-aryr-ether linked monomeric units

Sample

Methods

LELM

Acidol Thioacidol Acidol. Thioacidol.

s/G
P. rough
P. corrected

0.65
8.8

r8.6

0.97
t7 .6
27.9

1.09
12.4
28.9

t . 75
28.8
47.3

Acidolysis and thioacidolysis carried out on samples described in Tables 9.1 to 9.3. p is the
index- offrequency ofthe non-condensed structures, lxpressed as a percent"ge ofreco"ered units
for Io0.phenylpropane units bcfore (P. rough) or afteriP. correcteâ) correctlon reported in rext;
other abbreviations: Table 9.2.

of yields and S/G ratio obtained using thioacidolysis. Thus, the moaomeric
inhomogeneity of poplar lignin fractions seems to be crearly confirmed, even
if the absolute value calculated after correction may be disputable. The reac-
tivity of the p-aryl-ether linkage, for efample, may not be the same in dimers
as in lignin fractions. Furthermore, each of these lignin fractions may be a
mixture of polymers and thus may contain subfractions of different .ono-
meric composition. The questions remain open and fractionation studies are
currently in progress.

Summary and Conclusions

on the basis of the results obtained, one can summarize by stating there is
strong evidence for macromolecular inhomogeneity of lignin preparations at
the level of monomeric composition with respect to guaiacyt and syringyl
units in poplar, and at the level of ihe type of linkage involving the phenolic
acids in wheat and in poplar. However, as the choices of methoas for the
preparation and characterization is critical for a detailed description of this
inhomogeneity, care must be exercised in interpreting the results.

_ In this respect, it may be interesting to consider the other levels of lignin
heterogeneity pre,viously discussed. when considering a possible monomeric
inhomogeneity of lignins at the cytochemical level. ii is iempting to assume
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that the syringyl type lignin arises mainly from the secondary cell wall, which
from uv microscopy data appears richer in syringyr units. This inr.erpre-
tation is often accepted but it does not necessarily imply that the guaiàcyl
type lignin arises mainly from the primary wall. comparisons of the mono-
meric composition of MWL and of total l ignin has led Adler (1977) to sug-
gest that MWL lignin shourd arise in a large proportion from the secondary
wall. The same conclusion was reached by whiting and Goring (r9gr) from
studies on the kinetics of solubilization of MWL from cell wall iractions.

If these assertions are true, it seems possible to accept that guaiacyl and
syringyl type lignins originate together from the secondary wall, in the case of
angiosperms. This hypothesis is consistent with the non-random model of
Brauns discussed previously but without any possibility of distinguishing
between two independent polymers (type I and II) or between a-n easily
broken' block or graft, coporymer (type III). The small difference in mono-
meric composition between MWL fractions and total lignin as discussed by
Adler (1977), or between LM, LR and LE as reported heie, may be indicative
of a pronounced random character of the preparations sugglsted by obst
( r e82).

According to this scheme, the random character of some lignin fractions
may also result from the grinding before extraction. In this respect, one can
recall the discussion of Hon (1983), which concluded that due tà mechanical
stress, the lignin polymer appears to suffer more severe degradation than the
polysaccharides, without any significant possibility of reiombination. The
resufts of Lange et a/. (1983) also seem to confirm this scheme. using only
organic solvents for the isolation and purification of five fractions oiuircrr
lignin, these authors described a parallel increase in the ratio ofthe syringyl
to the guaiacyl monomers and-in the mean molecular weight of the fractions.

combining these different hypothesis and results with the model of Gravi-
tis and Erins, Fig. 9.3 v, it is possible to propose that lignin in the secondary
cell wall of angiosperms, occurs as an easily to broken and heterogeneous
network in which microgel particles are mainly of the guaiacyl t/pe, and
threadlike fragments be tween the particles are rargery of the syringyi iype. tn
the case of poplar and wheat, this lignin network could bogranea'à tne
polysaccharidic polymers of the wall by way of phenoric acid biidges.

The model proposed here combines many more theoretical coicepts and
hypothesis than quantitative experimental data and is thus subject to qualifi-
cation. Therefore, although the macromorecular inhomogenàity of àngio-
sperm ,lignin now seems well established, detailed analysls of this
phenomenon are required to ascertain the value of the proposed modet.

Acknowledgements

Thanks are due to Marilyn Effiand, J. Obst, M. Wezolowski and L. Zank
(USDA Forest Products Lab., Madison, USA) for the analysis reported in

LES  POLYMERES  VEGETAUX  Vol. 2 - part 1

408/529

bernard monties
Droite

bernard monties
Texte surligné

bernard monties
Texte surligné

bernard monties
Texte surligné



Recent advances on lignin inhomogeneit y 177

Table 9'4 and for comments on rignin heterogeneity (J.o.). Linguistic
revision of this manuscript by nusweliltNRA visit ing ,"i.ntirt îrom paisrey
College, Scotland) is gratefully acknowledsed.

References

Adler, E. ( 1977). Lignin chemistry: past, present, tuture. Ll/ood Sci. Technol,,l t, I 69.Allan, G' G', Bu'ock, G., and Neogi, A.'N. ltei:;. riuer surrace modification. XIV.
_.Syntheticanalogsof wood. J. poiym.Sci.,  i f ,  t iSS.
Bjorkman, A. (r956). studies on finery divided wood. I. Exrraction of rignin with neu_tral solvents. Svensk papperstidn., 59, 477 4g5.
Bjorkman, A. (r957). studies on 6nery divided wood. v. The effecr of mirting. svens&Papperstidn.,60, 329.
Bolker, H. T., Brenner, H. S. (1970). polymer structure of spruce lignin. .Scrence, tZ0,173.
Boudet, A., Grand, C., Ranjeva, R., Al iberr, C., and Marigo, G. ( l9Sl).  Control ledvariations in the concentration and composition of rignins. tsw ic ttman Days, 3,55.
Bovey, F. A. and Winslow, F. H. (1979). Macromolecules: an introduction to polymersciences. Acad. press, New york.
Brauns, F. E. (1952). The chemisrry of lignin, pp.2g0_2g 1. Acad. press, New york.
Chang, H. M., Cowling, E. g.,Brown, W., Âjf . . ,  E., and Miksche, G. (1975). Com_parative studies on ceilulorytic enzyme rignin and milred wood tignin of sweergumand spruce. Holzforschung, 29, 153.
Chen, C. L.,  Tai,  D., Terazawa,M., Chang, H. M., and Kirk, T. K. (1983). CheÀistry
^ 

of birch lignin biodegradation by phanirochaeti chrysosporium. ISWpc,3, r3.Creighton, R. H. J.. Gibbs, R. D., and Hibbert, H. (1944). Studies on iù"in u"arelated compounds. LXXV. Alkarine nitrobenzene oxidation of plant materiar andapplication to taxonomic classification. J. Am. Chem. ioc., 6, 32.
Effiand, M. L (1977). Modified procedure to determine acid-insoruble lignin in woodand pulp. Tappi, 60, t43.
Erins, P' '  cinite, V',  Jakobsons, M., and Gravit is, J. (rg76).wood as a mult icompo-
_ l.ntl cross-linked polymer system . Appl. polym. Symp.,ZE, ll17.
Faix, O. and Besold, G. (19]g). Hersteliung und Ci"."ct..,zung von Dehydropoly-

merisaten von p-Hydroxyzimtarkoren (DHp's) unter besondeier Berucksichtigung
von reinen 4-Hydroxy-phenll-(H), Guajacyl-(G) und Syringyl_(S)-propan poty_
merisaten. Holzforschg., 32, l.

Fengel, D. and Wegener, G. (19g4). ln lltood; chemistry. ultrastructure, reactrcns.p. 148. de Gruyter, Berlin.
Fiserova, M. and Suty, L. (19g0). Compârative studies on milled wood lignins andceJlulolytic enzyme rignin of beech *oàd lFog^ syrvatica L.) Ceil. chem. Technot.,t4,243.
Flory, P. J. (1953). principles of polymer chemistry.cornet univ. press, Irhaca.Freudenberg, K' and Neish, A. c- ( r96g). Constiiution and Biosynthesis of Lignin, pp.78-122. Springer Verlag, Berlin.
Fuj i ta'  M', saiki,  H',  and Harada, H. (rgsr). The secondary wail  formarion.of com-pression wood tracheids. lL Mokuzai Gakkaishi,24. I5g.

LES  POLYMERES  VEGETAUX  Vol. 2 - part 1

409/529



178 B. Monties

Fuji ta,M.,Takabe,T.,andHarada,H'(1983)'Deposit ionofcel lulose'hemicel lulose
and lignin in the differentiating tracheids' ISWPC'l' 14'

Funke,W.(1968).syntheseundBildungmechanismenvernetzterPolymerer.Chimia'
22, I  I  l .

Gibbons, R. A. (1963). Polydispersity '  Nature,200' 665'

Glasser, w. and Glasser, ri. (r-sr+;. Simulation of reactions with lignin by computer
- 

isrvnrr-1. f .  Polymerisation oiconiferyl alcohol monomers' Macromolecules'7'

t 7 .
Glasser, W. (1980). Lignin in Pulp and Paper (3rdedn)' ed' J' P' Casey' vol' l' p' 39'

John Wiley and Sons.

Glasser ,W.andGlasser ,H. (1981) 'Theeva lua t ionof l ign in 'schemica ls t ruc tu reby
experimental and computer simulation techniques' Paper Pluu' 63' 7 l'

Coring, D. A. I. (1962). The physical chemistry of lignin' Pure Applied Chem''5'233'

Gorini, D. A. I. (1983). Some i""ent topics in wood and pulping chemistry' ISWPC'

l , 3 .
Goring, D. A. I., Vuong, R., Gancet, C'' and Chanzy' H' (1979)' The flatness of ligno-

su l fonatemacromolecu |esasdemonst ra tedbye lec t ronmicroscopy .J .App l ied
Polym. Sci. ,24,931.

Gravit is, J.,  Erins, P. '  and Cinite, V. (1971)'  Etude de la formation et de la structure

de la lignine d'après les lois communes aux polymères réticulés. Khim. Drevsn. (2),

l9 (translated from Russian).

Gravit is,J.andErins,P'(1983).Topologicalandconformationalstructureandmac.
roscopic behaviour of lignin. "/' Appt' Polym' Sci'' Appl' Polym' Symp" 37 ' 421 '

Hardell, H. L.,l*ary,C. J., Stol, M', and Westermark' U' (1980)' Variations in lignin

structureindefrnedmorphologicalpartsofbirch'svenskPapperst idn' 'E3'71'
Higuchi, T. (1980). Biochemistry of lignification ' Wood Res''66'l'

Hiluchi, T. (1981). Biosynthesii of lilnin in Encyclop' Plant Phytiol' New Seræs (ed'

fu. T^nn., and F. A. Loewus)' vol' l38' pp' 194-224'

Hon, D. N. S. (1983). Mechanochemical reactions of lignocetlulosic material' J' Appl'

Polym. Sci., Appld. Polvm. Symp', 37' 461'

Karmanov, A. P., Bogomolov, B. D. and Davydoy, v. D. (1980). Propriétés physi-

ques des polymères en block (bulk) et en ligne (endwise)' Khim' Drevsn' (3)' ll2

(translated from Russian).

Kur rnanou,A.P. ,Davydov 'V .D ' ,andBogomolov 'B 'D ' (1982) 'E ta tac tue ldupro-
blème de l,hétérogénéité de la lignine nàturelle. Khim. Drevsn. (2), 3 (translated

from Russian).
Kesraoui,R.(|983).Aspectschimiquesetbiochimiquesdesl iaisonsl ignine-hydrates

de carbone. Thèse de 3ème cycle, U'S'M' Grenoble'

L a i , Y . Z . a n d S a r k a n e n , r c . v . ( 1 9 7 5 ) . s t r u c t u r a l v a r i a t i o n i n d e h y d r o g e n a t i o n
polymers of coniferyl alcohol. Cel!' Chem' Technol''9'239'

f-"ng., W., Faix, O., and Beinhoff, O' (1983)' Uber Eigenschaften und Abbaubarkeit

vonmitAlkoholWasser.Gemischenisol iertcnLigninen.Holzforschung,ST'63.
Lap ier re ,C.andMont ies '8 . (1981) . l3Cphotosynthe t ica l l y labe l ledpop lar l ign ins :

ir"puiut ion and rrC NMR characterization' ISWPC Ekman Days'5'35'

t -ap ie , ,e ,C.andMont ies 'B ' (1982) .E tudede la l ign inedesbo isderéac t ionduPeup.
ier. Colloque Sci. Ind- Bors l, 135, pub' DGRST Paris'

Lapierre, C., Lallemand, J. Y., and Monties, B' (1982)' Evidence of poplar lignin

LES  POLYMERES  VEGETAUX  Vol. 2 - part 1

410/529



Recent advances on lignin inhomogeneity l7g

heterogeneity by combination of rrc and rH NMR spectroscopy. Horzforschung,
x,275.

Lapierre, c-, Rolando, c., and Monties, B. (19g3). characterization of poprar lignins
by acidolysis producrs: capilrary gas-riquid and liquid-riquia cn.omatâg.apny or
monomeric compounds. Holzforschung, 37, I g9.

Lapierre, C., Monties, 8.,  Guittet,  8.,  and Lal lemand, J. y. ( l9g4a). rrC phorosyn_
thetically labelled poprar lignins: ric NMR experimenrs. Horzfors:chung,'rs, rr:.

Lapierre, c.,  Monties, 8.,  and Rorando, c. (r9gaâ). Structure dei r ignines: evaruation
de f iaisons arylglycéror-aryréthers par thioacidoiyse. c. i t .  Acad. ici . ,2gg,\r,44r.

Lee,z'z. Meshitsuka, G., cho, N. S., and Nakano, J. (r9gr). characterist ics of
milled wood lignins isorated with different milring-times. Mokuzai Gakkaishi,27,
6 7  t .

Lundquist, K. (1976). Low-molecular weight acidolysis products. Appl. polym.
Symp.,29,1393.

Manson, J' A- and Sperling, L. H. (1977). porymer Blends and composites. plenum
Press, New York.

Marchesault,  R. H., Coulombe, S., Hanai, T., and Morikawa, M. (19g0). Monomers
and oligomers from wood. pulp paper Mag. Can. Trans.,6,TR62.

Y3Io, F. R. and Walling, C. (t950). Copolymeriza tion. Chem. Rev.,46, t9l.
Miki' K.' sasaya, T., and Sakakibara, A. (19g0). Lignans from heartwood of Larix

leptolepsis Gord. Mokuzai Gakkaishi, 26, 633. see also Sakakibara et a!. ,Lignans,
Braun's l ignin and cel l  wal l  l ignin ( l9gl),  ISILpC Ekman days,l ,73.

Monties, B. (1980a). Les rignines, in res porymères végétaux: porymères pariétoux et
alimentaires non azotés (ed. Monties), pp. r22-r55. Gauthier-Viilars, pub. paris.

Monties' B. ( t 980ô). Biosynrhèse et biodégradation de ra lignine chez le Bré etle peup-
lier. Rapport Fin Contrat DGRST: MBO (ed. B. Monties). INRA, 200 p., paris.

Monties, B. (1984). Dosage de ra rignine insoluble en milieu acide: inffuànce du pré-
traitement par hydroryse acide sur Ia tignine Krason de bois et de pai\e. Agronomie,
4.387-392.

Monties, B. and Lapierre, c. (r9g0). Evidence of heterogeneity of rignin fractions iso_
Iated from Poplar wood. (Euchem Symp. Abst.) Kemia Kemi, (g),4g0.

Monties, B. and Lapierre, c. (r9gr). Données recenres sur |hétérogénéité des rig-
nines. Physiol. Vég., 19, 327.

Monties, 8., Lapierre, C., Gaudillere, J. p., Vilhorgne, M., and Lallemand, J. y.
(1982)' Analyse de rignines de peuprier par spectrométrie de résonan." -ugné,iqr.
du carbone et du proton. Bull. Liaison Grouje polyphénots, ll, 3gg.

Morohoshi, N. and sakakibara, A. (r97r). on the distribution of condensed type in
lignin: comparison of the rignin fractions of hydrogenorysis products in MWL,
LCC and wood residue. Mokuzai Gakkaishi, fi,i5+.

Musha, Y' and Goring, D- A. I. (r974). Krason and acid-sorubre rignin content of
hardwoods. ll/ood Science, j, 133-134.

Musha, Y' and Goring, D. A. I. (r975). Distribution of syringyl and guaiacyr moities
in hardwoods as indicated by ultraviolet microscopy. wood scieice reitr.,g, +s*
58.

Nimz, H' (1974). Das Lignin der Buche--Entwurf eines Konstitutionschema. Angew.
Chem. lnt.8d..13.313.

Nokihara, E., Tuit le, M. J.,  Fel icerra, F. V., and McCarthy, J. L. (1957). Lignin. VIII .

LES  POLYMERES  VEGETAUX  Vol. 2 - part 1

411/529



180 B. Monties

Molecular weight of lignin sulfonates during delignification by bisulfite-sulfurous

acid solut ion. J. Am. Chem. Soc. '79'M95'

obst, J. R. (1982). Guaiacyl and syringyl l ignin composit ion in hardwood cel l  compo-

nents. H o I zfor s chung, 36, | 43.

obst, J. n. ana Ratptr,  J. (1983). characterization of hardwood l ignin: investigation

ofsyr ingy | /gua iacy |compos i t ionby l ]CNuc learMagnet icResonanccSpect ros .
copy. H olzforschung, 37, 297 .

OUst. i., Effiand, M., Wesolowski' M., and Zank,L' (1984)' Personal communica-

t ion.
R o b e r t , D . a n d G a g n a i r e , D . ( 1 9 8 1 ) . Q u a n t i t a t i v e a n a l y s i s o | l i g n i n b y ' 3 C N M R .

ISWPC Ekman DaYs ,1,86.
Rodriguez, F. (1970). Principles of polymer systerns. McGraw-Hill Book comp., New

York.
S a k a , S . , H o s o y a , S . , a n d G o r i n g ' D . A . I . ( 1 9 8 3 ) T h e d i s t r i b u t i o n o f l i g n i n i n h a r d -

woods as determined by bromination with TEM-EDXA' ISWPC' l'24'

Sakakibara, A. (1977). Degradation of protolignin and the structure of lignin. Rec.

Adv. Phytochem., l l ,  I  l7-139.

Sakakibara, A. (1980). A structural model of softwood lignin. wood sci. Technol.,14,

89.
Sakakibara. A., Miki,  K',  and Takahashi, H' (1981)'  Lignans, Braun's l ignin and cel l

wal l  l ignin. ISWPC Ekman DaYs,l ,73.

Salud, E. C. and Faix, O. (198d). The isolation and characterization of lignins of

Slrorea species. Holzforschung,34' I l3'

Sarkanen, k. (fSZf). Precursors and their polymerisation.ln Lignins: occurrence,for'

m a t i o n . s l r u c t u r e a n d r e a c t i o n s , p p . g 5 - 1 6 3 ' S a r k a n e n , K ' V ' a n d L u d w i g ' C ' H '
(1971). ( loc. ci t .) .

Sarkancn, K. V. and Ludwig, c. H. (1971). Lignins: occurrencelformalion, structure

and reaclions. Wiley'Interscience, New York'

Scalbert, A. (1984). caracterisation des lignines de paille de Blê: fractionnements,

associations avec les oses e-t les acides phênoliques-Îâese Docteur Ingenieur-

(I/VIPGFINRA edit 68P.

Scalbert, A. and Montier, s. (tsss). Ether linkage between phenolic acids and lignin

fractions from wheat straw- Phytochemistry,U' 1359'

Schweers, ril. and Faix, o: (1973). Vergleichende untersi.ichungen an Polymer-

mode l lendesL ign ins(DHP's )versch iedenerZusammensetzungen: IMi t t l (w i th7
following papers in the same journal\. Holzforschung'27,208'

Smith, D. C. C. (19854). Ester groups in l ignin' Nature,176,267-268'

Smith, D. C. C. (1955ô).p-hydroxybenzoate groups in l ignin of aspcn (Populus trc-

mula). J. Chem. Soc.,234'1 .

S z a b o , A . a n d G o r i n g , D . A . I ' ( 1 9 6 8 ) . D e g r a d a t i o n o f a p o l y m e r g e l : a p p l i c a t i o n t o
delignification of sprucewood. Tappi, 5l' M0'

Terashima, y., okada, M. and Tomimura, Y. (1979). Heterogeneity in formation of

l ignin. l .Heterogeneousincorporationofp-hydroxybenzoibacidintopoplarl ignin.
M okuz ai G akka is hi, 25, 422.

Wardrop, A. B. (1976). Lignification of plant cell wall Applied Polym' Symp' 28'

1 0 4 1 .
whit ing, P. and Goring, D. A. I .  (  198 I ) .  The morphological origin of mil led wood l ig-

nin. Svens/c Papperstidn.,84' Rl 20.

LES  POLYMERES  VEGETAUX  Vol. 2 - part 1

412/529



Recent advances on lignin inhomogeneity lgl

Yamazaki, T., Hata, K., and Higuchi, T. (l97ga). Separatron of s-DHp from a mix-ture of c- and s-DHp's with special reference to ihc isoration .r ,fr,"gfi rig"ir.Holz/orschung,32, 20.
Yamazaki '  T' ,  Hata, K' '  and Higuchi, T. (rglgb). rsoration and characterization o[syringyl component rich li gn i n. H o t zfo r s c hu n g,'32, 44.
Yan,J '  R ' (1981.  Morecurar theoryo ider ign i f i c l i i on .  Mocntn t . re tu lc . r ,  t4 ,  r43g.Yan' J'  F' ,  and Johson. D. c. (r9gt).  DJrignir icarion and dcgcration: anarogy withchemical kinetics. J. Apptied polym. Sci.,ie. rcZl.

LES  POLYMERES  VEGETAUX  Vol. 2 - part 1

413/529



!(cLjà*E"- n,oln-*f o__o_ (fæ (4*F/) t3l= .
\ ,, I ^ 

tt 
" 

' 
nl( .or.\)'\ )

A ni mal Feed science and rech nology. 32 ( l gg l ) 1 59- l 7 5 È fu-* ^*"^^:é: 0È*'"* \tn
Elsevier Science Publishers B.V., Amsterdam

Plant cell
composlres:

walls as fibrous lignocellulosrc
relations with lignin structure and

function

Bernard Monties
Laboratoire de Chimie Biologique (INRA), Institut National Agronomique (CBAI), Centre de

Grignon, 78850 Thiverval-Grignon (France)

ABSTRACT

Monties, 8., 1 991 . Plant cell walls as fibrous lignocellulosic composites: relations with lignin structure
and function. Anim. Feed Sci. Technol.,32:159-1'15.

Cell wall might be considered as a composite material, made of fibre (cellulose), a matrix (lignin,
hemicellulose) and fillers (water, simple organics, tannins). Its properties depend both on plant anat-
omy (heterogeneity and anisotropy oforgans, tissues, cells and cell wall layers) and on the structure
ofthe macromolecules, their orientational order, their'associations and the resulting supramolecular
slructgres as particularly discussed in the case oflignin networks.

From selected examples, it is shown that natural or artificial lignocellqlosic compounds such as
woods, straws or reconstituted woods (frbre and particle boards) can be described as composite ma-
terials. Their most typical physico-chemico-mechanical properties are: shrinkage and water swelling
behaviour, collapse in relation to extrac.tive and tannin content, improvement of dimensional and
biological-stability by chemical modifications, anisotropic properties oforientated strand boards and
fibre-reinforced polyester-based' composites, and lastly, biological properties (digestibility,
extensibility ).

As for synthetic composite materials, such an approach is a prerequisite for industrial production
of competitive lignocellulosic products.

INTRODUCTION

Tailor-made composites with high chemico-mechanical properties have
been extensively developed during the past decades (Clark and Fleming,
1986 ). Advances were made following greater understanding of the relation-
ship between the inner architecture and the external properties of material
(Cornsweet, 1970; Liedl, 1986). For example, Rodriguez (1970), Manson
and Sperling (1976) and Bear ( 1986) illustrated some of the macromolecu-
lar and supramolecular bases of these relations. At the macromolecular level,
the most relevant factors are chain design, including size (average length),
shape (composition, regularity or tacticity), combinations of polymer chains
in three-dimensional lattices where the polymer chains remain either chemi-
cally distinct but physically entangled or covalently bonded in infinite net-
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160 B. MONTIES

works. At the supramolecular level, characterized by the presence of differ-
entiated structures such as membranes, layers, skin and fibres or bundles of
fibres, relevant factors have been less clearly identified.

Ironically, it has been suggested that biological structures should be exam-
ined to find new, advantageous, supramolecular ways to arrange synthetic
composites. Natural biological composites such as the tendon, display similar
levels of organization (Hiltner et al., 1985) and wood can be compared with
injection-moulded liquid-crystalline polymers (Bear, I 936 ).

unfortunately, molecular approaches to the structure of wood and of other
lignocellulosic products are relatively recent (Goldstein, 1981 ). The present
paper reviews some lignocellulosic products as composites with emphasis on
supramolecular and mainly macromolecular properties. Self-assembling phe-
nomena in the hierarchical organization of biological macromolecules dis-
cussed elsewhere (Atlan, 1974; Hills et al., 1975; Colvin, 1983; Vian et al.,
1986) are also important in composites (Bear, 1986). possible self-organi-
zation properties in lignin networks have also been discussed (Monties, 1989 ).
Comments on the ultrastructural properties of lignin networks (see Section
Molecular architecture of the cell wall: the case of lignins ), can be viewed as
the second part of a series of papers on the relations between the structure
and biological function of lignins in plant cell walls.

COMPOSITES AS HETEROGENEOUS AND ANISOTROPIC MATERIALS

composites can broadly be dehned as assemblies of two or three types of
components: ( I ) a reinforcement, such as fibres or particles, embedded in
(2) a matrix or binder material which mainly transfers loads between the
reinforcing components, and (3 ) additives or fîllers which provide "special-
ity" properties.

Synergism between fibre and matrix increases both the stiffness (stress
needed to cause a given deformation) and toughness (total strain or stress
necessary to cause breakage which determines the energy absorbed at failure
(Rodriguez, 1970).

Macroscopic mechanisms involved in this synergism have been thoroughly
discussed by cornsweet (1970), Rodriguez ( 1970), Manson and sperling
(r976) and Choo et al. ( 1986).

As fibres or bundles of hbres form the reinforcement in synthetic compos-
ites as in natural lignocellulose, the mechanical properties of the producti are
determined not only by composition but also by the internal order or inner
architecture of the material. Unlike homogeneous materials, which have uni-
form mechanical properties in each direction (isotropy), composites can be
inhomogeneous or anisotropic depending on the structure, amount and ori-
entation of both reinforcing fibres and matrix and filler materials. With stiff
fibres aligned unidirectionally, longitudinal stiffness is greater than transver-
sal stiffness because fibres and matrix act in parallel in the longitudinal direc-
tion and the stiffer element dominates the overall response. Conversely,LES  POLYMERES  VEGETAUX  Vol. 2 - part 1
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transverse stiffness is dominated by the mechanical properties of the matrix,
as matrix and fibres work in series, the less stiff component thus dominating
the overall response of the composite.

Theoretical formulations, not reviewed here, have been developed in which
predictions of average properties agree quite well with experimental data in
the longitudinal direction (Nielsen, 1962;Manson and Sperling, 1976).

Anisotropy of mechanical properties of lignocellulosic compounds and wood
was recognized and characterized long before the development of advanced
synthetic composites. The anisotropic properties of wood have been related
tentatively, not only to the gross anatomy of organs and tissues, but also to
the structure and composition of the plant cell wall layers at the subcellular
level. Critical views on these questions can be found in the reference books of
stamm ( I 965 ), Mark (1967 ), Preston (197 4) and Rowell ( r 984 ) and in the
rev iewsof  Nor thcote (1972) ,Roland ( l9s l )  andMudry (1984)  ontheul -
trastructure and the chemistry of the plant cell wall as a composite.

THE PLANT CELL WALL AS LIGNOCELLULOSIC COMPOSITE

Highly evolved plants are characterizçd by a complex lignocellulosic cell
wall whose chemical composition, physical structure and biological functions
change according to species and to the age and tlpe of tisques (catesson, I 9g0;
Harada and cote, 1985; Roland et al., 1987). Even if lignocellulosic com-
pounds such as wood are described, from a structural point of view, as "ma-
terials"that are homogeneous on the average" (Mudry, 1984), several levels
of heterogeneity can be deflrned. In the case of woody plants, a first macro-
scopic level has been defined, at a scale of >lo-2 m, in the tissues of the
different organs (bark, phloem, xylem, etc. ) with variations in cell wall thick-
ness which can be observed, for example, in differentiated early and late
woods' The cylindrical symmetry of stems and trunks allows the deflrnition of
three reference directions: longittidinal (L) along the cylinder axis, radial (R)
in the direction of the heartwood (core marrow), and tangential (T) to the
circumference of radial sections of the stem. Anisotropy of structure, and of
cell wall properties previously characterized along these three directions in
different tissues, has been reviewed by e.g. Mark ( 1967) and Guitard ( l9g7).

The first microscopic level, at about lO-a m, can be assigned to the plant
cells which appear as hollow, generally perforated and porous tubes with walls
created by the superposition of primary, secondary and tertiary layers from
the outside to the inside of the cell. Each individual cell wall layer consists of
several sublayers or lamellae in which cellulosic fîbres (cellulose microfi-
brils) have been shown by microscopy to be arranged in alternating helices,
elongated along the length of the cell in a crossed fibrillar structure. Cell wall
layers and fibre bundles can thus be viewed at two other microstructural lev-
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els of heterogeneity, at micrometre ( l0-6 m ) and nanometre ( t0-, m) scales,
respectively.

Polysaccharides (cellulose and hemicellulose) and lignin correspond to the
molecular level of heterogeneity. Until now the ligno-hemicellulosic matrix
has been viewed as an amorphous structure. On thJcontrary, cellulose occurs
partly as a crystalline microfibril, in which linear molecular chains are orga-
nized into strands (cellulose microfîbrils) of elementary fibrils. Elementiry
fibrils are defined as cellulose strands of the smallest potribl. dimension, with
about 40 cellulose chains (Mackay et al., l9g5 ).

In wood cells, the orientation of the microfibrils in the successive second-
ary Sr-, s2- and s3-layers oftracheids, and perhaps other cell types, changes
from a flat to a steep helix according to the microfibrillar angle (b) to the àell
axis. Microfrbril angle changes not only according to the tyie but also to the
orientation of these layers (Table l); more co-ple" patieins in other wall
layers have been reviewed by Harada and cote l ilas j. Furthermore, a pro-
gressive shift in microfîbrillar angle between the layers, with intermediate ori-
entation between s1 and s2 and between 52 and s3, has been clearly character-
ized by Vian et al. ( I 986 ) . By combination of dirJct and indirect cytochemical
techniques, glucuronoxylans have been shown to be preferentiàily concen-
trated in these intermediate zones in the case of lime wàod. From a chemical
point of view, the cell walls of woods and, most likely, of annual plants appear
as particularly complex lignocellulosic composites wLose cellular srrucrure can
only be described rou,eh.ly as comprising cellulosic fibres, acting as reinforcing
components, embedded in the buccessive subcellular layers in a matrix of dif-
ferent types of hemicelluloses and of lignins. The heterogeneity of chemical
composition of hemicelluloses and lignins has been reviewed by Joseleau
( 1981 ), Kato (1981 ), wilkie (r983), Monties (19g5) and Fengèl and we-
99"et (1984). vegetable fibres, such as jute, flax, ta-ie, kenaf, iisal or coir
(for example), are complex composites of frbres and cells glued together in a
lignin hemicellulosic matrix. Table 2 (after Satyanarayunuét al., 19g2 ), iuus-
trates the variations in size and type of cells from different types of fibres.
composition, properties and processing of natural co-me.cial fibres were
recently reviewed by Amin et al. ( l936 ).

TABLE I

Microfibril angle (0, in degrees ) of the secondary wall layers in the tracheid s of Cryptomelalaponica

Wall Early wood Late wood

s3s2srs3s2sr

Radial
Tangential

85
82

À
3

83
80

8 l
8 5

68
64

t 4

Data from Harada and Cote ( 1985 ).
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TABLE 2

variation in size and number ofcell types in various fibres ofthe coconut tree

t63

Fibre type Diameter
(rm)

Sclerenchyma Phloem Xylem Parenchyma

Rachis
Leafsheath
Petiole (bark)
Coir (fruit)

350-400
I  100-r600
250-550
1 00-450

278 t4
1 6 6 1  3
461 3
348 36

6
52
z )

9

24
27
56

Data from Satyanarayana et al. ( 1982).

CHEMICO-MECHANICAL PROPERTIES OF LIGNOCELLULOSIC COMPOSITES

Some topics have been chosen to illustrate correlations between macro-
scopic properties and structural levels of plant cell wall composites.

Shrinking and swelling of woods

Variations in wood moisture induce anisotropic changes in the dimensions
of wood pieces. Anisotropy of wood shrinkage is, according to Guitard ( 1987 )
(Table 3 ), comparable with the anisotropy of the elasticity modulus. Anisot-
ropy of hygroexpansion and mechanical properties of wood have been related
to the gross cell wall properties, particularly to the poroiity of the ligno-hem-
icellulosic matrix and to the orientation of the cellulosic frbre reinforcement
(Meylpn, 1972). Several quantitative models have been proposed to explain
these effects, see for example, Stamm ( 1965 ), stone and Scallan ( 196g ),Bar-
ber ( I 968 ), Bovd ( 197 7 ),Skaar ( I 984 ), Archer ( I 987 ) and Bamber ( 1 9g7 ).
Low shrinkage and a high modulus in the longitudinal direction have been
related to the longitudinal arrangement of cells and cellulosic fibres in normal
mature wood. Higher radial shrinkage and lower modulus, usually observed
in reaction wood and juvenile wood, may also be analysed on this basis. Fur-
thermore, the excessive bowing or twisting when wood dries and abnormal

TABLE 3

Variation ofhygro-expansion coefficients: shrinkage and elasticity modulus ofwood according to tan-
gential (T), radial (R) and longitudinal (L) directions

Wood Shrinkage (o/o) Elasticity modulus (N mm2)

Poplar
Spruce

0.44
0.37

0 .  l 4
0 .  l 9

-  0 .01
-  0.01

6.8
14.0

1 .2
0.8

0.5
0.5

Data from Guitard ( I 987).
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TABLE 4

Correlalion (with standard deviations given in parentheses) between volumetric shrinkage and ex-
tractive content ofbaldcypress (Taxodium sp. ) and tupelo (Nyssa sp. ) woods before and after water
extraction

Property Taxodium Nyssa

Before Before After

Shrinkage (o/o)
Radial
Tangential

Extractive content (o/o )

3 . 5 ( 1 . 1 )
7 .3  (  1 .6  )

Data from Choong et al. ( I 98 9 ).

variations of longitudinal shrinkage have been correlated with high micro-
fibrillar angle (0) in the thickest Sz layer of the secondary wall. Anisotropic
properties of the gross wood also change with tissue type, cell shape and cav-
ity volume and with the mechanical stress produced during growth (Barber,
1968; Boyd , 1977 ). Shrinkage of wood and even collapse (abnormal shrink-
age manifested by the buckling or flattening of wood cells during drying), has
also been related to wood density and, mainly, extractive content. Correla-
tions between shrinkage properties and extractive contents and types have
been studied by Choong ( 1969), Chafe ( 1987) and Choong et al. ( 1989) in
relation to hygroscopicity of wood, type of extraction and height and radial
position in the trunk. Table 4 shows changes depending on the correlation
between shrinkage and extractive contents, according to the type of wood.
Lignocellulosic cell walls can thus be viewed as microporous composites whose
dimensional properties can be influenced by the filling up of the pore by sim-
ple chemicals such as molecules of water or organic solvents (Rosen, 1978)
and oligomers, such as lignins or tannins (Pizzi and Cameron, 1986 ). Extrac-
tives and even water, appear thus as "natural" frllers of lignocellulosic com-
posites. In this respect, combinations of condensed and hydrolysable tannins
with lignins in plant cell wall, as suggested by Haslam and Lilley ( 1985 ) and
by Jouin et al. (1988), might strengthen the plant cell wall by a secondary
lignification process owing to cross-linking of lignocellulosic polymers previ-
ously deposited. the use of oligomeric polyethylene glycols to stabilize water-
logged woods, can be described as an effect of an artificial filler which diffuses
into the wall pores.

C hemical modffications of lignocellulosic products

Chemical treatments of lignocellulosics to modify their properties have been
attempted over several decades with three main objectives: ( I ) dimensional
stabilizatioî; (2) protection against biological and environmental deteriora-

2 . 1 ( 1 . 0 )
6 . 2 ( 1 . 2 )
2 . 3 ( 1 . 9 )

2 . 7  ( 1 . 2 )
7  . e  ( r . 7  )

2.8 (0.e )
6 .0  (  1 .3  )
3.7 (0.6 )
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tion; (3) improvement of mechanical properties. More than ten such pro-
cesses for the chemical modification of wood have been reviewed (Manson
and Sperling,1976;Meyer, 1985) but despite much research, no commercial
applications have been made. Two examples are described here to show how
lignocellulosic materials may be improved.

wood-polymer composites, in which vinyl-type monomers are polymer-
ized in the void spaces of solid wood are the first example (Meyèr, 

-1977,

1985). Methyl methacrylate (MMA) was the only monomer that could be
economically polymerized. After introduction into the solid wood by a vac-
uum batch process, the monomer was converted into a solid polymer by y-
radiation or catalysed heating, leading to a bulk polymerization in the voids
of cells (lumen, intercellular voids, etc.) but not in the cell wall layers (pri-
hôry, secondary or tertiary). Dramatic improvements in strength were ob-
tained by this process (Table 5 ), with production of more uniform material
in which coefficients of variability were decreased by 500/o or more. However,
as MMA polymer filled only the cellular voids, the rate of diffusion of water
into the walls was only decreased. Swelling in water was similar to that in
untreated wood but took 10-20 times longer, thus decreasing the commercial
application of this process.

stabilization of wood products by acetylation is the second and economi-
cally most promising example (Rowell et al., l9g7), especially with the de-
velopment of a simple dip procedure in acetic anhydride without cosolvent
or catalyst, which shortens the reaction time and allows iecovery of byprod-
ucts and re-use of chemicals (Rowell et al., l9s6). By forming ester bonds,
mostly with the reactive hydroxyl groups of the cell wall, acetylation ( 1 ) de-
creases hygroscopicity and improves dimensional stabilization and (2 ) causes
molecular changes in the substrates, thus increasing their resistance to degra-
dation and improving their biological stability. Acetylation occurs without
polymerization, by reaction at one site. According to Rowell (lgg2),lignin
can be completely substituted, but only 250lo of hydroxyl groups were substi-

TABLE 5

Changes in strength properties, static bending and longitudinal compression assays, and correspond-
ing variation coefficients for methylmethacrylate-treated and untreated bass wood (Tilia sp.)

Strength property Change in percentage
ofuntreated wood

Variation coefficient (o/o )

Untreated Treated

Modulus of elasticity
Modulus of rupture
Work to proportional limit
Work to maximum load

25
78

154
77

(48 )*

(90 ) *
( 5 1 ) *

I  J . J

15.7
25.0
24.3

r0.4
5.4

I  1 . 6
5 .3

tCorresponding values for crushing test in longitudinal compression. Data from Meyer ( 1977 ).
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TABLE 6

Dimensional stabilization (as percentages ofthe original dimension ofoven dried board ) ofpine and
aspen flakeboards by acetylation in the case ofwater swelling rate tests and cyclic water soaking tesl
( 5 days water soaking followed by 2 days oven drying ar I 05'C )

Acetylation
degree
(gain o/o)

Swelling rate (o/o ) Thickness increase ( o/o )

Pine Pine Aspen

Weight increase (o/o)

Aspen

Control
6.0

2 t . l

) t

2 l
2

55
6
I

+ J

22
l 0

1 3 5
22
65

t20
85
56

65
l 9
9

Data from Rowell et al. ( 1986).

tuted in polysaccharides. However, confirmation of these data by physical
solid state analysis in situ seems to be required.

Acetylation offers even greater possibilities for processing lignocellulose
composites reconstituted from relatively dry and small particles such as flakes,
sawdust, straw or annual plant residues than for solid wood. In the case of
flakeboards from hardwoods and softwoods, Rowell et al. ( 1986- 1987 ) have
reported strong correlations between the acetylation yields (between 0 and
about 20o/o in weight) and the hygroscopic mechanical properties of boards
as sbown in Table 6.

Anisotropic properties oJ' lignocellulosic composites

variâtions in the properties of oriented strand boards and of fibre-rein-
forced polyester-based composites illustrate the importance of anisotropic
structure of the reinforcing materials as discussed previously.

oriented strand boards (osB ) were developed after the discovery that par-
ticle board properties could be improved by using longer particles, called
flakes, more or less orientated in the load direction (Harris and Johnson,
1982 ). Relations between flake alignment, specific gravity, and physical and
mechanical properties measured parallel and perpendicular to the alignment
of the flake have been investigated thoroughly by Geimer (1981) and by
Avramidis and smith ( 1989). Table 7 summarizes the anisotropic properties
of these reconstructed lignocellulosic composites in function of the content in
phenol-formaldehyde resin forming the embedding matrix. Improved strength
as the resin content is increased can be explained, as discussed previously, by
the transfer of stress through the matrix as a result of the large coverage area
and embedding of flakes.

At the converse of oSB, in which anisotropic properties resulted from un-
even distribution of a mixture of flakes from different woods, properties of
{ibre-reinforced, polyester-based composites (studied by Lin, 1987) illus-
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TABLE 7

Anisotropic variations ofmechanical properties oforiented flake boards as a function ofthe orienta-
tion of flakes ( mixture of Pir us, Tsuga and, Aspen sp. flakes ) and of the resin matrix content ( ohenol-
formaldehyde at two levels as percentages ofoven dry weight offlakes)

r6 '7

Resin content
(o /o )

Direction Elasticity
modulus

Rupture
modulus

Parallel
Transverse
Parallel
Transverse

42.9
21.4
37.7
17.5

o . o
1 ^

6 . 1
1 . 9

Data from Avramidis and Smith ( 1989 ).

TABLE 8

comparison of anatomical and chemical properties of some commercial non-woody fibres

Coir fruit
( Cocos sp. )

Jute bark
(Corchorus sp.)

Sisal leaves
(Agave sp.)

Length of hbre (cm)
Cell
Bundle

Diameter of fibre (mm)
Crll
Bundle

Microfibrillar angle (' )
Composition (o/o)

Cellulose .
Lignin
Hemicellulose
Extractives

Tensile strength

0.02-0.I
-20

0.015-0.03
0. l-0.5

-40

36-43
41-45
Ô.2-0.3

- 1 0
Low

0.1-0.6
-  1 8 0

0.015-0.02

:è 6

63-7 1
I  l - 1 3
l 3 - 1 5

- 2
Very variable

0.1-0.5
- 120

0.015-0.02
0.05-0.2

-  l 5

67-78
8-t2

l0 -  l 3
- 2

High

Data f romLin  (1987) .

trate the effect ofeven distribution ofpure fibres from different annual plants:
coir, jute and sisal. Anatomical and chemical data from Lin ( I 9g7 ), (raute
8 ) underline clearly the dramatic differences between fibre types, even if the
large differences between fîbres from the same plant (Table 2) aretaken into
account. Randomly orientated fibre composites were formed by hot pressing
fi-bre mats from coir, jute or sisal in commercial polyester-based, but unspec-
ified, resins. The inherent properties of the cellulosic fibres were majorlac-
tors affecting the mechanical properties of the composite, such as modulus of
elasticity, modulus of rupture and ultimate tensile strength (Table 9). Fur-
thermore, Lin (1987) showed a positive correlation between mechanical
properties and both increase in cellulose content and decrease of microfTbril-
Iar angle (Table 8). when compared with the data on changes of wood dis-
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TABLE 9

Effect offibre type on properties offibre-reinforced, polyester-based composites made by hot pressing
with coir, jute and sisal

Property Jute

Swelling (o/o)
Elasticity modulus in tension (GNm'�)
Ultimate tensile strength (MNm2)

3.2
4.2

22

4 . 1
5.8

J +

5.0
7.3

44

Data f romLin  (1987) .

cussed earlier (see Section Shrinking and swelling of woods), these data
underline the importance of approaching cell walls as composite at the sub-
cellular and molecular level. Properties of other lignocellulosic composites
such as papers and boards are not presented here but can be discussed likewise.

BIOLOGICAL PROPERTIES OF LIGNOCELLULOSIC COMPOSITES

Studies of biodegradation and biosynthesis have demonstrated the com-
posite nature of plant cell wall. For example, in the biodegradation of wheat
cell walls by rumen microorganisms (chesson et al., 1983) the rate and ex-
tent of hydrolysis of isolated cellulose and of wheat cellulose in situ differed.
Similar differences were observed after other chemical pretreatments, and the
hypothesis was put forward that the extent of biodegradation was determined
not only by the chemical nature of the polysaccharides, but also by their spe-
cific environment and association with other components, especially as phe-
nolic aôids and lignins. The fine structure of plani cell wall architecture has
been studied by pore size determination in combination with progressive
chemical extraction of hemicelluloses, suggesting that hemicelluloses may be
distributed through the three-dimensional lignin network in the inter-micro-
fibrillar voids (Sawabe, 1980). Even if these data show the need for supra-
molecular studies of plant cell walls as composites, Sawabe's model requires
validation. Furthermore, signifrcant differences in digestibility in vitro have
been reported between plant species, for example between grasses and leg-
umes (Buxton, 1989; Narasimhalu et al., 1989): the occurrence of several
architectural types of plant cell wall as composites thus seems very likely. In
comparison with wood, Gramineae cell walls may provide an extreme type of
association between the ligno-hemicellulosic matrix and phenolic acids, and
possibly also with silica (Table 10).

From a biosynthetic point of view, the properties of cell walls as composites
can be illustrated further by studies of elongation during plant growth. Mea-
surements in vivo of cell wall extensibility in developing organs have been
recently reinvestigated by stretching living tissue at constant stress in an ex-
tensiometer (Kutschera and Schopfer, 1986). until now, the macromolecu-
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TABLE IO

Total para-hydroxycinnamic acids and silica contents oflignin fractions isolated from stems ofwheat
(Triticum sp.) and maize (Zea sp.): milled wood (LM), enzyme (LE) and alkali (LA) lignin frac-
tion isolated and characterized according to Scalbert and Monties ( I 9g6 )

Wheat Maize

LMLM

Phenolic acidst
Silica (wt.o/o )

tExpressed in percentage ofweight ofthe Klason lignin content ofeach lignin fraction.

0.9
0.3

3.6
1 .0

3 .9
0.2

1 .6
0.5

3.0
0.3

2.8
0.6

lar basis of these phenomena has not been identified clearly. The viscoelastic
extension of living plant cell walls has been more frequenily related to slip_
page of wall polymers and breakage of load-bearing (covalént o. non-cova-
lent) clusters of chemical bonds with possible releàse of soluble polymeric
fractions (Cleland, 198 l; Bates and Ray, l gg l; Fry, l9g9 ).
, Even when interpretation of these biosynthetic and biodegradation data is
impeded by lack of information on the molecular arrangemeit and interrela-
tions of the cell wall components (Kato, lggl ) it is cleâr that such interpre-
tation requires an holistic approach of plant cell wall as lignocellulàsic
composite.

MOLECULAR ARCHITECTUREOF THE CELL WALL: THE CASE oF LIGNINS

According to the ele-ctron microscopic studies of scallan (lg7 4),the struc_
ture of the cell wall of wood, but not necessarily of lignifred tissues of other
plants, consists of concentric lamellae, one or possibly more cellulosic micro-
frbrils thick, arranged in a three-dimensional, honeyéomb pattern filled with
a lignin-hemicellulose lamellaJike matrix. In agreement wiih the more recent
model of Favis and Goring ( l9s4 ) and Johansson ( I 9g5 ), lignin may occur
as small particles tangentially orientated and spaced in the cèuutosicîoney_
comb as disc-shaped piatelets (scallan, lg74).lthas been suggested that lig-
nin may be deposited in the wall, between the cellulosic micràibrits, makirig
the wall thicker and inducing growth stresses, but this is still a controversial
idea -(Bamber, 1987 ). Nevertheless, at a macromolecular level, lignin may be
consrdered as a group of inhomogeneous, non-random networks (Moniies,
1985) arranged in two- or three-dimension polymers differing according to
subcellular origin, type of cell and plant species (Goring, lggt). It has iong
been suggested and recently shown for the differentiating xylem of hardwooà
a1d fgq refining mechanical pulps of softwood and hardwoôd (Bach-Tuyet et
al., 1985), that lignins could be physically and chemically associated with
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other cell wall polymers: proteins, hemicellulose and cellulose (Monties and
Lapierre, 1981; Fengel and Wegener, 1984). The type of association could
differ according to plant species.

With regard to lignohemicellulosic matrices as composites, many questions
remain unanswered, particularly at the three levels of orientation, associa-
tions and supramolecular structure. other related functional and methodo-
logical questions about solid wood as natural composite have been reviewed
recently by Bjorkman ( 1988 ) and will not be discussed here.

Molecular orientational order of lignin in situ has been studied recently by
solid state nuclear magnetic resonance (NMR) spectroscopy (Hatfreld et al.,
1987 ) and Raman laser microprobe spectroscopy (Agarwal and Atalla, l936 ).
By Raman microprobe study, the aromatic ring of lignin monomers has been
found most often arranged in the plane of the cell wall surface, indicating a
molecular order of lignin which may be related to the preferential orientation
of cellulose fibres. However, with a microscopic volume of about 0.9 cm3, no
net molecular orientational order of lignin in cellulose has been found by solid
state NMR spectroscopy (Hatfield et al., 1987).

The molecular associations of lignin in situ have also been studied recently
by proton spin diffusion techniques of solid state NMR spectroscopy and
confirm evidence of associations between lignin and carbohydrate polymers
and also tannins ( Gerasimowicz et al., I 984; Newman et al., I 989 ) . Covalent
linkages between lignin and hemicelluloses have been suggested frequently
(Fengel and wegener, 1984). However, owing to the compatibility relation-
ship between wood cell components, non-covalent interactions are possible.
According to Gravitis and Erins (1983), acetylation of hemicelluloses in-
creases'their compatibility wiih lignin and probably also with tannins, but
decreases compatibility *ith cellulose. Thus, plant cell walls have to be de-
scribed as a polyblend structure (Manson and Sperling, 1976). Such interac-
tions may be significant in chemical stabilization of wood products (see Sec-
tion Chemical modifications of lignocellulosic products ).

The supramolecular structure of lignin has been approached only in simu-
lation studies by Gravitis and co-workers (ozol-Kalnins et al., 1986 ). These
authors have discussed the formation of lignin model polymers, such as bulk-
and endwise-dehydropolymers (DHP) comprehensively described by Sar-
kanen (197 | ), in terms of random wall aggregation of particles or of clusters.
Diffusion limited aggregation (DLA) and the cluster-cluster aggregation
(CCA) processes simulated by Witten and Sander ( 1981 ) and Meakin ( 1983 )
were used for these estimations. The fractal dimensions suggested by these
authors for bulk- and endwise-DHP, according to published data, are shown
in Table I l. However, they require re-evaluation, by taking the structural pe-
culiarities of lignin networks and monomers into account. and need to be
checked by experiment. According to simulations of stress distribution for a
rigid fractal embedded in a two-dimensional medium (Meakin, 1987), sig-
nificant differences in mechanical stress might occur, both at the surface of
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TABLE I I

Fractal dimensions (d'f' + SD) of bulk and endwise model lignin polymers estimated in the cases ofdiffusion limited aggregation (DLA) and cruster-cruster aggregation (ccl) on a sur{àce (two di_mensrons:2D) or in a volume (three dimensions: 3D)

End-wise polymer ( DI A ) Bulk-polymer (CCL)

3D2D3D2D

d.f. + sD 1.68  +  0 .07 2 .51+0 .06 1 .42+0 .03 1.78 + 0.05

the embedded fibres in lignocellulosic composites and in the volume of thehemicellulosic matrix, depending on the typè of ûgnin polymerization.

CONCLUSION

various selected examples chosen in this review clearry show that naturaland artificial lignocellulosic products such as woods, unrr.ruiprurrts, reconsti_tuted wood derivatives, panels and even board arro pup.., can be studied ascomposites. Both theoretical concepts and industri"i;;;;;r;.s developed inthe framework of the science of composites apply to lignocellurosic products.In this respect, lignocellulor. upp"urr, however, to be very highry complex,with a combination of several lèveh of complexity depenÉing on plant spe_cies, organ and tissue types, holrow cellular â"0 -ïttilav.r.à subcellular or_ganization and finally inhomogeneity in macromolecular structure of poly-meric " components. Furthermôre, th.r. polymeric components may beendowed with ultrastructural properties of ielf-orga"irutiori,às discussed forexample bv Northolt.and.de vries (r9g5), vian-et ur, irôtol and Monties( 1989) for cellulose, hemicellulose ànd ngnin, t.rp.Jiràiv."'
The importance of basic_ understanding of the rËlations tetween molecularstructures and mechano-chemical properties has thus to be stressed as themain limitation to understanding levels of ultrastructure, -Jecular architec-ture, modification of polymer reactivity, and finally, ,"ir-orgurrization phe-nomena. As for synthetic. composites, such tnowleâie i, u-pr"r"quisite forindustrial use of competitive lignocellulosic products.
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RÉSUMÉ

Mots clës : hétérogénëité, hëtëropolymërisation, lignines, déhydropolymëre, acides aromatiques.

Les progrès importants, faits durant les cinq dernières années, permettent d'affirmer I'existence d'une
hétérogénéité de la lignine. Dans cette revue sont regroupées des données concernant I'hétérogénéité des
lignines et de polymères modèles (déhydropolymères). On a envisagé seulement trois principaux types
d'hétérogénéité par variation, soit de la composition monomérique, soit de la fréquence des liaisons
intermonomères, soit des réactions d'hétéropolymérisation. Dans ce dernier cas, on a discuté
particulièrement I'existence de liaisons entre les acides aromatiques et les hgnines elles-mêmes ou les
polyosides présents dans les préparations.

SUMMARY

Key words: heterogeneity, heteropolymerisation, lignins, dehydropolymers, aromatic acids.

SigniJtcatiue progress done during the last Jtte years allows to state the occurrence oJ lignin heterogeneity .
Data concerning heterogeneity oJ lignins awl oJ models(dehydropolymers) are reuiewed. Only three patterns oJ
heterogenity by t:ariation of either the monomeric composition or the intermonomeric linkage frequency or
heteropolymerisation are discussed. In the last case, occurrence oJ linkages between aromatic acids and lignin
itselJ or accompanying polysaccharides is especially discussed.

INTRODUCTION

La notion d'hétérogénéité des lignines rend compte de I'existence de différences
qualitatives entre les fractions de lignine isolées, soit de plantes différentes, soit d'une
même plante. L'existence d'une telle hétérogénéité est connue depuis longtemps.
Dès 1944, le groupe de Htssnnr (CnrtcuroN et al., 1944) a rapporté des différences
entre les proportions relatives des monomères constituant la fraction non condensée
des lignines de plantes différentes. Cependant, jusqu'aux environs de 1970, peu
d'études ont été consacrées à l'analyse de I'hétérogénéité des lignines, principalement à
cause du manque de résolution des méthodes de caractérisation des lignines.

Depuis 1970, et surtout depuis ces 5 dernières années, la fréquence des
publications mentionnant I'existence d'une hétérogénéité des lignines a beaucoup
augmenté. Pour cette raison nous avons fait une revue des publications qui nous ont
semblé les plus significatives en ce domaine.

Physiolosie Vëgétale, vol. 19, 0031-9368/1981132715 5.001@. Gauthier-Villars
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Dans une revue récente (MoNrIES, 1980), nous avons discuté les méthodes
récentes de caractérisation, la structure, I'hétérogénéité et la biosynthèse des lignines.
Parmi les divers types possibles d'hétérogénéité nous en avons distingué trois
principaux :

- I'hétérogénéité de composition monomérique qui résulte de dilférences entre la
fréquence des monomères;

- I'hétérogénéité de lréquence des liaisons intermonomériques qui résulte de
I'existence de différents types de liaisons entre monomères;

- I'hétérogénéité résultant de la liaison des lignines avec des molécules autres
que les monomères et qui correspond donc à des phénomènes d'hétéro-polymérisation.

Ici encore nous avons limité la discussion à ces trois types principaûx. Auparavant
il est nécessaire de rappeler brièvement quelques données concernant la structure des
liaisons intermonomères des lignines. Ce rappel permettra de montrer que, même lors
de la synthèse in uitro de polymères modèles de lignine (déhydropolymères ou DHP),
on peut observer les trois types d'hétérogénéité. Dans ce domaine aussi des progrès ont
eu lieu récemment.

1. HÉrÉnocÉNÉrrÉ DES LTcNTNES-MoDÈles (DHP)

Les molécules modèles de lignines sont synthétisées par polymérisation oxydative
des trois alcools hydroxy-cinnamiques constitutifs des lignines (fi7. l) :

- I'alcool coumarylique (hydroxy-1-benzène-propénylol-4) ou monomère
hydroxybenzoyl (H);

- l'alcool coniférylique (méthoxy-2-hydroxy-1-benzène-propénylol-4) ou
monomère gaiacyl (G);

- l'alcool sinapylique (diméttioxy-2.6-hydroxy-1-benzène-propénylol-4) ou
monomère syringyl (S).

Notation usuelle
Notation Freudenberg

c 9 t
' t P a

d  p Y
c - c - c

Nom du cycle Hydroxy-benzoyl (H) gaiacyl (G) syringyl (S)

Substitution
du

cycle
4 hydroxy-

3 méthoxy-
4 hydroxy-

3 méthoxy-
4  hydroxy-
5  méthoxy-

. 
Ftc. 1. - Structure et nomenclature des unités phénylpropane

- Structure and nomenclature of the phenylpropanoïd units

Lors de leur polymérisation oxydasique in uitro, chacun de ces monomères, seul
ou en mélange, est susceptible de donner lieu à formation de dimères, oligomères et
polymères grâce à des liaisons intermonomériques variées.

Dans la figure 2 est présentée la structure de quelqueS liaisons intermonomériques
parmi les plus fréquentes. La plupart de ces dimères ont été isolés par FntuotNslnc
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et al., l l  y a une vingtaine d'années (FnEuoENmnG, 1968). Indépendamment de la
nature même des liaisons intermonomères, la figure 2 permet d'opposer deux types de
dimères : les unités non condensées et les unités condensées. Dans les unités
condensées, telles B, D, E, la réaction de condensation a lieu par substitution d'un
hydrogène aromatique; il en résulte une liaison entre carbones aromatiques difhcile à
dégrader. Au contraire, dans les unités non condensées telles A et C, il n'y a pas eu
substitution sur le cycle aromatique; on doit donc s'attendre à retrouver parmi les
produits de dégradation de ces structures les noyaux H, G et S originels constitutifs
des monomères.

Il ne faudrait pas déduire de la figure 2 que les monomères incorporés dans la
lignine ne puissent pas subir de réaction de rupture du squelette phénylpropane (fig. l)
à 9 atomes de carbone. Des ruptures du squelette en Cn sont pôssibles entre le
carbone C, aromatique et le carbone u adjacent. La figure 3 illustre ce type de réaction
qui a été analysée récemment par ToMTMURA et TERASHTva (1979). Ces auteurs ont
prouvé que la rupture du monomère se fait de façon ( conservative )) : le maillon
propane reste txé à la lignine sous forme de glycéraldéhyde-2-aryl-éther. Comme dans
la figure 2, dans le cas de la formation de l'alkyl-aryl-éther (A), on constate de plus sur
la figure 3 que I'attaque nucléophile en q de la métirylène quinone permet la foimation
soit d'alcool, soit d'éther, soit d'esters benzyliques.

Ces derniers mécanismes permettent d'envisager la possibilité d'une hétérogénéité
des molécules modèles des lignines et donc des lignines elles-mêmes par
hétéropolymérisation avec des alcools ou des acides organiques.

A. Hétéropolymérisation des DHP

De façon générale, toute méthylène quinone, qu'elle soit de type aryl-éth er ( Jtg. 2)
ou de type diaryl-propane(fi7.3),est a priori susceptible de donner l ieu à addition
nucléophile sur son carbone u. Cet aspect de la réactivité des méthylènes quinones a été
revu et discuté récemment de façôn détail lée (Lranv, 1980). Des réactions d'addition
peuvent avoir lieu autant avec des fonctions carboxyliques et phénoliques qu'avec des
hydroxyles provenant d'alcools ou de l'eau elle-même. Utilisant comme modèle de
fonction alcool-benzylique les deux alcools vanillique et vératrylique, HrnavrNcsoN a
montré que les réactions d'éthérification ont lieu à des vitesses relativement rapides
même en milieu aqueux dans des conditions douces (HevvrNcsoN et al., 1978;
HlvrutNcsoN , 1979). Ces résultats contrment donc la possibilité d'une hétérogénéité
des DHP par addition sur les carbones benzyliques des molécules très diverses.

Flc. 2. - Structure des liaisons intermonomères parmi les plus fréquentes dans les lignines. Seuls sont
représentés des composés de la série G. L'alcool coniférylique (aC) donne par déhydrogénation les
radicaux mésomères (Ra, Rb, Rc, Rd) qui par condensation forment les dimères de type aryl-alkyl-
éther-B-O-4 (A), coumarane (B), résinol (C), diphényl (D) et aryl-aryl-éther (E). Lors de la formation
de A par condensation en B, la méthylène quinone peut donner lieu à attaque nucléophile en d pour

I
former le groupement a-ary l -éther qC-O-R

- Most prominent lignin intermonomeric linkages. Only guaiucyl compounds are shown. Mesomer radicals
(Ra, Rb, Rc, Rd), resulting from coniJèryl alcohol (aC) tlehydrogenation,Jorm dimeric stucture oJ type:
aryl-alkyl-ether-F-O-4(A), coumarane(B), resinol(C), diphenyl(D) and aryl-aryl-ether(E). AJter the

Jormation of(A) by condensation on p, nucleophilic attack oJ the a carbon oJ the quinone methide Jorms a-

I
arylether Junct ion aC-O-R

I
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En 1976, Tl,Nara et al., oîr synthétisé un ester benzylique entre le carbone 6 d'un
acide glucuronique et le carbone o( d'un gaïacyl-glycérol-B-o-4 gaiacyl éther; cette
hétéropolymérisation a eu lieu selon le mécanisme représenté sur le modèl e A (fig. 2)
(TaNare et al., 1976). Par la suite, ces mêmes auteurs ont aussi synthétisé des éthers
benzyliques en 6 de la molécule de glucose (TaN.Lrl et al., 1979). ces résultats
démontrent I'existence d'une hétérogénéité des modèles de lignine par hétéropolyméri-
sation et ils ont fait I'objet d'une revue récente par HrcucHr (1980). Il convient
cependant de souligner que ces modèles de complexes lignine-polyoside ont cependant
été obtenus par synthèse en milieu organique. compte tenu de la complexilé et de
I'importance des effets de milieu sur ces réactions, surtout en préience d'eau
(Leanv, 1980), il restait à prouver I'existence de ces réactions en milieu aqueux. La
possibilité de ce type de réaction vient d'être établie dans des sirops de glucose par
Keravrvn et al. (1980 a et" b). Après déshydrogénation enzymatique d'alcool
coniferylique par des peroxydases ou des laccases dans des sirops de glucose, à plus
de 50 I de concentration, ces auteurs ont isolé et caractériié pluiieurs âi*èr"t
éthérités par du glucose, après réaction de I'hydroxyle cu, et correspondant
respectivement à des méthylènes quinones de type aryl-alkyl-éthet (fig. \ €t diaryl-
p ropane  US.3 ) .
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( r )
Flc. 3. - Formation de structures diarylpropanol et glycéraldéhyde-2-aryl éther par réaction de méthylène

quinones. Condensation radicalaire entre deux méthylène quinones de fragments dehydroconiféryl (I)
et gaiacyl glycérol-p-O-4-déhydroconiféryl ether II constitutifde la lignine (l). Selon la composition du
milieu il peut y avoir formation d'alcool benzylique (IIIa), d'éther benzylique (IIIb) ou d'ester
benzy l i que  ( l l l c ) .

- Diarylpropanol ancl glyceraldehyde-2-aryl ether formation b1' re:action oJ quinone methide. Radical
conrlensation between two quinone methides Jrom dehydroconiJèryl (l) and guaiacyl glycerol-B-O-4
dehydroconferyl ether(ll)from lignin(I). According to the medium composition,benzyl alcohol(llla),
benzyl ether (lllb) or benzyl ester (IIIc) can be Jormed.

ces résultats sont donc significatifs à trois titres au moins. D'une part, ils
confirment I'existence d'une hétérogénéité des modèles de lignine par hétéropôlyméri-
sation. D'autre part, ils montrent que ces réactions sont possibles en milieu-aqueux à
condition de trouver des conditions favorables. Enûn, ils conduisent à suppoier que
des réa.ctions de ce type peuvent avoir lieu in uiuo dans les parois cellulaires, ânalogùes
à des sirops, et cela bien qu'il puisse y avoir formation préàlable d'alcools benzyh{ues
par réaction avec I'eau en milieu plus hydraté tel que des organites du cytopiasme.

vo l .  19 .  n .  2  -  l 98 l
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Ces effets de solvants conduisent à envisager plus en détail I'influence de la
composition du milieu sur la fréquence des liaisons intermonomères dans les molécules
modèles de lignine.

B. Hétérogénéité des liaisons intermonomères dans les DHP

La possibilité de variations de la fréquence des liaisons intermonomériques dans
les DHP a été envisagée en détail, dès 1971, par SARKANEN;ce problème a été discuté à
nouveau récemment (MoNrrES, 1980). Il suffit de rappeler ici que, lorsque les DHP sont
obtenus par apport lent du monomère dans le milieu de réaction (DHP < à la goutte >r),
on est conduit à prévoir la formation de polymères linéaires (DHP << en ligne >) dans
lesquels devraient prédominer des liaisons de type aryl-alky-éthér de type P-O-A
(structure A,rt5. 2). Au contraire dans le cas d'un apport rapide de monomèies (DHp
< àlaverse >),ilyauraitformationdepolymèresplusramiûés(DHP< enbloc >)dans
lesquels devraient prédominer des structures condensées de type phénylcoumarane,
diphényle, etc.  (B, D,8,f ig.2).

TABLEAU I -

Variabilité de la fréquence des liaisons intermonomères en fonction des conditions de polymérisation et de la
nature du milieu et des monomères (entre parenthèses : agent de polymêrisation).

Frequency uariability oJ the intermonomere linkage in relation to polymerisation contlitions and to medium and
monomeres composition (brackets: polymerisation system\.

Pour le moment, à notre connaissance, ce type d'hétérogénéité demeure encore
hypothétique. Depuis I976, on dispose cependant de données indiquant I'existence
d'une hétérogénéité des DHP par variation de la fréquence des liaisons
intermonomères. Le tableau I illustre ce type de variabilité d'après T,q,NA.nA,sHr et a/.
(1976). On constate que, quelque soit le type de monomère H, G où S, les conditions
de milieu et de polymérisation affectent de façon sensible les proportions relatives des
liaisons intermonomères formees; il paraît donc raisonnable de conclure qu'il peut
exister une hétérogénéité de ce type dans les DHP.

Milieu Monomère
(alcool en Cr)

Fréquence relative des liaisons

Coumarane
( ' )

Ether B-O-4
( ' )

Résinol
( ' )

Eau DHP à la verse (peroxydase
+H2O)..

p-coumarylique (H)
coniférylique (G)
sinapylique (S)

48
54

20
19
9

32
27
91

Eau + acétone,4O + 3 vol. (FeCl. ).
coniférylique
sinapylique

27 27
27

46
I J

Eau +dioxanne,2 + 5 vol. (FeCl3) coniférylique
sinapylique

39 39
85

22
15

Dioxanne pur (FeCl3) sinapylique 94

(t) Voir légende de la figure 2.

- -
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C. Hétérogénéité de composition monomérique dans les DHP

La question de I'existence même d'une hétérogénéité de la composition
monomérique des DHP n'est pas aussi simple qu'elle peut le paraître à premier abord.
Il ne sufht pas en effet de mettre en présence des proportions variées de monomères
dans un milieu réactionnel pour obtenir un copolymère de composition semblable; ce
fait est très général. Les réactions de polymérisation des modèles de lignine ne font pas
exception à cette règle.

La polymérisation de l'alcool sinapylique en fournit un exemple type puisquiil a
été longtemps supposé, après FREUDENBERG (1968), que seuls des dimères de type
résinol US.2) pouvaient se former. Les résultats du tableau I montrent que cette
conclusion doit être nuancée. Mieux, en 1978, une série de polymères mixtes entre les
alcools coniféryliques et sinapyliques a pu être synthétisée et fractionnéê par Yluasant
et al. (I978a). Ces auteurs ont constaté que les rapports molaires entre les unités S
et G pouvaient varier de 0 ,L à 4,0 démontrant ainsi de façon indiscutable I'existence de
DHP de type syringyl et gaïacylsyringyl. 11 convient de souligner à ce propos que
dès 1973 Scswlrns et FArx avaient rapporté l'incorporation de I'alcool sinapylique
dans des DHP ternaires de type H, G, S. Comparant 10 polymères différents, ces
auteurs ont montré que la présence de quantités relativement élevées d'alcool
sinapylique entraîne la formation de produits solubles mais que cependant le
rendement de son incorporation est comparable à celui des autres monomères. Par la
suite, la structure de ces polymères fut analysée en détail (ScHwnms et Fatx, 1973).

En conclusion, I'ensemble de ces résultats, obtenus pour la plupart durant ces
5 dernières années, permet de conclure maintenant avec certitude qu'il existe une
hétérogénéité des molécules modèles de lignine au niveau de leur composition
monomérique, de la fréquence des liaisons intermonomèles et, enfin, de leur
hétéropolymérisation avec d'autres molécules. Compte tenu de la similitude profonde
entre DHP et lignines il ne paraît pas déraisonnable de rechercher ces mêmes types
d'hétérogénéité dans les lignines èlles-mêmes.

II. HÉrÉnocÉNÉtrÉ DES LIGNINES

Dans le cas des lignines, on peut imaginer d'autres cas d'hétérogénéité en plus des
trois types envisagés dans le cas des modèles.

Il en est ainsi, par exemple, pour les modes de polymérisation parce que les
lignines sont des polymères alors que les modèles sont au plus des oligomères. On
admet en effet actuellement que la lignine forme des réseaux tridimensionnels qui
interpénètrent les macromolécules pariétales. De ce fait, on peut supposer qu'il puisse
exister des variations par exemple du.degré de réticulation de ces réseaux, de
I'importance de leurs fractions gel et sol ainsi que de la disposition spatiale des réseaux
eux-mêmes, toutes choses restant égales par ailleurs. On peut donc s'attendre à ce qu'il
existe dans les lignines une hétérogénéité de mode de polymérisation. Comme
cependant les propriétés macromoléculaires des lignines sont, à la fois, encore très mal
connues et discutées (Pm, 1980; YeN et JoursoN, 1980) nous n'envisagerons par la
suite, dans le cas des lignines, que les trois cas abordés pour les molécules modèles.

A. Hétéropolymérisation des lignines

Ce type d'hétérogénéité est de loin le plus mal connu et le plus délicat à analyser.
Les études des molécules modèles permettent de supposer que des additions
nucléophiles sur les carbones benzyliques des méthylènes quinones US.2 et 3) sont
principalement à I'origine des phénomènes d'hétéropolymérisation. Or il existe dans

vol .  19,  n '2 -  1981
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les parois végétales de très nombreux composés à fonctions hydroxyles nucléophiles
(fonctions alcool et acides carboxyliques des polyosides, fonctions phénol et alcoôl des
lignines, fonctions aminées des protéines, acides organiquei aliphatiques ou
aromatiques et surtout eau). On peut donc supposer que tous ces composés peuvent
donner- lieu à hétéropolymérisation soit pendant la polymérisation (même en phases
hydratées), soit après la polymérisation (par réaction secondaire des fonctionsâlcool
benzylique résultant d'additions d'eau en milieu moins hydraté : LEAny, 1980) soit
enfin après vieillissement, séchage des produits et même extraction des lignines (par
réarrangements des liaisons benzyliques formées précédemment).

Il est actuellement impossible de faire la part de ces trois types de phénomène dans
l'origine des effets d'hétéropolymérisation. Pour cette raison nous limiterons cette
revue au cas des liaisons avec les acides aromatiques, que nous avons déjà brièvement
discuté (MoNrrEs, 1977, l98O) et qui est relativement le mieux connu.

L'existence même de liaisons de type ester entre lignine et acides aromatiques, de
!fg9 l-hVdloxybenzoique et p-coumarique, a été rapportée depuis 25 ans pai Srr.trH
(1955 a et b). Ce phénomène est observé principalement chez certaines Salicacées
(veNvnnloo,l9Tl) et Monocotylédones (Na.rluuna et Hrcucnr, 1976) dans
lesquelles peut être observée une estérification de parois par de I'acide férulique (Hlnnrs
et HaRrr-rv, 1976, 1980).

Dans la perspective de l'hétérogénéité des lignines les résultats de Nararuuna et
Htcucul (1976) sont particulièrement pertinents. En effet, ces auteurs ont confirmé la
présence d'acides p-hydroxybenzoïque et p-coumarique liés sous forme ester
respectivement aux lignines de Bambou (phyltostachyi pubecens) et de peuplier
(Populus X-euramericana cv. r 214). De plus, dans ce même travail, ils ont démontré
I'existence d9 deux groupes de liaisons ester différentes par leur résistance à l'hydrolyse
acide en milieu dioxanne-aqueux (acidolyse).

La comparaison de cinétiques d'acidolyse de molécules modèles a conduit ensuite
ces auteurs à supposer que, quel-que soit l'acide aromatique, les esters les plus fragiles
sont les.esters benzyliques alors que la fraction plus résistante est constituée paides
esters aliphatiques formés sur les fonctions alcool primaire des carbones y des maillons
propane.

Ce premier ensemble de résultats montre donc, non seulement, I'existence de
I'hétéropolymérisation mais aussi sa complexité puisque des liaisons différentes
peuv€nt s'établir entre la lignine et l'hétéropolymère. Il convient, à ce propos, d'ajouter
que lors de ces études modèles Narluuna et Hrcucur (1978) ont de-plus o6servé
I'incorporation de I'acide p-coumarique dans ces DHP sous forme d'autrês liaisons de
type vraisemblablement condensé (diphényle, coumarane, etc.). L'existence de ce
dernier type d'hétéropolymérisation dans la lignine elle-même vient d'être démontrée
récemment par TnnesHrur et al. (1919) après incorporation d'acides benzoiques et
féruliques dans le xylème de tiges de jeunes peupliers hybrides (Populus nigra x Populus
maximowiczii).

Les conclusions de Nlrevunl et Hrcucur (1978) concernant la présence de
liaisons ester sur les atomes c et y des maillons propanes des lignines de bois moulus de
Peuplier et de Bambou posent cependant un problème. On ne peut en effet exclure,
dans ces préparations de lignine, la présence d'oses ou de polyosides estérifiés par des
acides phénoliques qui seraient, de ce fait, facilement hydrolysables comme le iont les
esters benzyliques aromatiques.

Afin de tester cette hypothèse nous avons choisi d'analyser des lignines < au
dioxanne > préparées par acidolyse douce afin de réduire le plus possible leur teneur en
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oses sans dénaturer de façon importante la lignine elle-même. Les résultats de ces
analyses, qui ont été déjà rapportés brièvement par ailleurs (MoNrrns, 1977), sont
résumés dans le tableau II. La comparaison des teneurs relatives en oses et esters
phénoliques de lignines de Peuplier et de Blé est compatible, surtout dans le cas de la
paille, avec une estérification de la lignine elle-même. Compte tenu des conditions
d'hydrolyse et des données modèles de NarnlraunA et HIcucHI, il est très vraisemblable
que les acides phénoliques estérifient les alcools en y du ( cæur > de ces lignines au
dioxanne.

TABLEAU II

Bilan des esters phénoliques et des oses présents
dans les lignines au dioxanne de Peuplier et de Blé

Phenolic esters and ose contents in dioxanne lignins oJ poplar and wheat

A partir de lignines isolées dans le dioxanne aqueux (9 : 1 vol.)à chaud (30 min, HCI 0,2 N, reflux) orr a
isolé les acides phénoliques par hydrolyse alcaline (1 h, NaOH 2 N, 35 "C) et les oses par hydrolyse acide (1 h,
HCL6tt,95'C). Dosages densitométriques après séparation par chromalographie sur couche mince.
Résultats en pourcentage de la lignine sèche et, entre parenthèses, porportions relatives ou traces (tr).

Au cours de la préparation de ces lignines au dioxanne, nous avons constaté
qu'une fraction des acides aromatiques, p-hydroxybenzoïques ou p-coumariques est
rendue soluble par I'acidolyse. Un tel résultat peut être expliqué par I'hydrolyse de
fonctions ester liées de façon facilement hydrolysable soit à la lignine elle-même, soit
aux polyosides.

Pour tester cette hypothèse nous avons préparé des lignines soit de paille de Blé
soit de bois de Peuplier moulu à I'aide d'un broyeur rotatif ordinaire. Nous avons
ensuite comparé la nature et la teneur des acides phénoliques liés à ces préparations.
Dans le cas de la lignine de bois de Peuplier ( Populus X-euramericana cv. I 214) les oses
ont été solubilisés par hydrolyse acide (tableau III). Dans le cas de la lignine de paille
de Blé (Triticum aestiuum cv. Champlein) les oses ont été solubilisés par hydrolyse
enzymatique (tableau IV). Dans les deux cas, on constate que l'élimination des oses
entraîne la solubilisation des acides phénoliques méthoxylés (acide vanillique du
Peuplier et acide férulique du Blé). De façon complémentaire, on constate un

v o l .  1 9 .  n ' 2  -  l 9 8 l

Lignine
Esters phénoliques Oses

Nature I TorAL Nature I Torll

Bois de Peupl ier .

p-hydroxy-
benzoique
vanillique

(1rl

o 5

xylose (10)
mannose (1)
glucose (1)

galactose (1 )
ac.uronique (tr)

I

Paille de Blé ( ' ). .

p-coumarlque
(10 )

férulique
( 1 )

arabinose (10)
xylose (10)
glucose (l )

galactose (1 )
ac.uronique (tr)

ô ) s

(r) Résu,ltats très voisins pour des feuilles de plantules âgées de 15 jours.
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enrichissement relatif de. la lignine des résidus insolubles en acides phénoliques non
méthoxylés..Quel que soit le mode de liaison de ces acides avec la lignine, ces iésultats
confirment donc I'hétéro gênéiré de la fraction esters phénoliques [éË aux préparations
1" ligl{ç, conformémenr aux observarions de Hennrs et Henrr-sv 1Dzo, tôao; et aà
Fnv.(1.979), qui ont décrit I'est-eriûcation des polyosides pariétaux dans dei purois .ro.t
ligniûées, les résultats des tableaux III et IV iembleni pouvoir être expiiqués par
I'existence de liaisons_entre les acides phénoliques, méthoxylés ou non, et^les
polyosides. Au moins dans le cas de_la paille de lilé, ies liaisons avec les poiyosides
seraient_ de type ester puisque une fraciion des acides présents dans le filtràt n'est
extractible qu'après hydrolyse alcaline (tableau IV).

. Bilan du fractionnem*, Jl""tti"i 
IJ1)aro*yu.,rroiques 

présents
dans la lignine de bois de Peuplier ultramoulu

Comparison of the hydroxybenzoic acitl Jractions isolated Jrom ultragrinded poplar wood
Lignine de type Bjorkman extraite par le dioxanne aqueux (9: 1 vol.) de bois de peuplier ultramoulu à

secdansunbroyeurrotar i f ( l0 j ,450rr .min 1,4"c) .Aprèshydrolysechlorhydr ique( l t r , r rctoN, l00"c)

les acides ont été isolés de la fraction soluble et du résidu par hyàrolyse atcatine 1t h, NaOH2N,35.Ci
éventuelle et extraction par l'éttrer éthylique. Dosage par densitométrie ultraviolette après séparation sur
couche mince. Teneurs en milligrammes/l0O mg MS et, entre parenthèses, en pour cent de chacun.
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Fraction

Acides

TOTAL

calculép-hydroxy-
benzoique

Vanillique
et

syringique

Filtrat :
l i b res . . r ,60 (61) I ,O4(e8) 2,64 (62)

Rësidu:
h. alcal ine.. 1;04 (39) o,02 (2) 1,06  (381

Bilan du fractionnement Ji:tta:T Jlaroxycinnamiques présents
dans la lignine de paille de Blé ultramoulue

Comparison of the hydroxycinnamic acid Jractions isolated Jrom ultragrinded ûheat straw
Lignine de type Bjorkman extraite par le dioxanne aqueux (9 : 1 vol.) de paille de Blé ultramoulue à sec

dans un broyeur rotatif (10j, 450tr.min-1, 4'C). Après traitement par une cellulase (cellulyzine
Calbiochem) les acides ont été libérés de la fraction soluble (filtrat) et du résidu par une hydrolyse alcaline
(l h' NaOH 2 N, 35 "G) éventuelle et extraction par l'éther éthylique. Dosage par àensitométrie ultraviolette
après séparation sur couche mince, teneurs en milligrammes/100 mg MS et, entre parenthèses, en pour cent
de chacun.

Fraction
Acides

TOTAL

calculép-coumarlque Férulique

Filtrat :
l i b r e . . . . .
h. alcaline.

0,48 (8)
0 ,51  (e )

0,64
0,03

(e0)
(5 )

r , r2 (17)
0,54 (8)

Résidu:
h. alcaline.. 4,93 (83) 0,03 (5) 4,e6 (75)
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Ainsi, malgré la vraisemblance de liaisons entre les acides phénoliques et les
polyosides pariétaux, I'existence d'une hétéropolymérisation entre lignines et acides
aromatiques demeure possible. Il existerait, de plus, plusieurs types de liaisons, ce qui
constitue donc, à la.limite, un premier exemple d'hétérogénéité des lignines par
variation des fréquences de liaison.

B. Hétérogénéité des liaisons intermonomères des lignines

Bien que relativement mieux connu que le précédent, le second type
d'hétérogénéité des lignines, lié à la fréquence des liaisons intermonomères, demeure
cependant mal connu.

En 197l, MoRonosnr et SAKAKIBARI ont publié une série d'articles concernant la
répartition hétérogène des types de liaisons intermonomères dans des préparations de
lignine isolées soit de façons différentes soit extraitps de bois de réaction. A partir de
bois moulus dans des broyeurs vibrants, ces auteurs ont isolé successivement des
lignines de bois moulu (MWL) puis des complexes lignine-polyoside (LCC); ils ont
caractérisé ces préparations de lignine par des méthodes physiques (résonance
magnétique nucléaire du proton) et chimiques (acidolyse, oxydations par le
permanganate ou le nitrobenzène). Dans leurs études ces auteurs se sont attachés à
distinguer globalement les variations de degré de condensation des lignines, c'est-à-
dire les variations de proportions relatives entre unités condensées et unités non
condensees dont la déûnition a été rappelée plus haut.

Dans un premier temps, ils ont montré que les lignines MWL de Pin (Picea
jezoensis) sont qelativement plus riches en liaisons non condensÇes aryl-glycérol-p-aryl-
éther (type 4,rt5. 2) que ne I'est le résidu des bois extraits (MATsUKUKA et SAKAKTBARA,
1971). De plus, mettant à proût une'méthode originale d'hydrogénation catalytique
Mononosnr et SlrerrsARl ont observé que les liaisons C-C entre maillons propanes
sont plus fréquentes dans les lignines de type MWL alors que les liaisons C - C de type
diphényle sont relativement plus fréquentes dans les lignines de type LCC (Monouosur
et Saxerrsene,, 197 1 a\.

Dans un second temps, analysant des bois de réacti,on, ces derniers auteurs ont
trouvé une hétérogénéité de la fréquence des liaisons intermonomères en comparant les
lignines de bois de réaction et celles de leur bois opposé. Dans le cas de Gymnosperme
(Abies sachalinensis), le bois de réaction est plus riche en lignine, il contient moins de
méthoxyle et de carbonyles conjugués et la fréquence des unités condensées est presque
double de celle trouvée dans le bois opposé. Cette différence de degré de condensation
n'a pas été observée par contre entre le bois de tension et le bois opposé d'Angiosperme
(Fraxinus mandschurica var. japonica) (MononosHr et SAKAKInanr,, 1971 b et c).

En conséquence, même si ces données ne permettent pas une analyse fine de
l'hétérogénéité de la fréquence des liaisons, elles établissent de façon indiscutable
I'existence de ce phénomène.

Par la suite, une analyse plus ûne de ce type d'hétérogénéité a été rendue possible
grâce à la mise au point d'une nouvelle méthode de dégradation des lignines par double
oxydation. Le principe et les avantages de cette méthode ayant été discutés
préédemment (MoNrrrs, 1980) il sufirt ici de rappeler que, à I'aide de cette méthode,
la lignine est caractérisée par les proportions relatives de huit acides aromatiques
formés par dégradation ménagée des liaisons intermonomériques. Comparant les
proportions relatives des acides correspondant aux monomères non condensés et aux
diverses structures condensées les auteurs de la méthode ont conclu à une non

vol. 19, n" 2 - l98l
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homogénéité de la structure de la lignine entre des plantes de genres différents et même
de_la. lignine correspondant.à différents organes d'une mêmé plante (EnrrsoN er cl.,
197.3). En 9o11égqeng9, et bien que les rendèments de dégradation dei lignines soieni
de I'ordre de 50 à 75 !, ces résuliats illustrent clairementl'importance drisecond type
d'hétérogénéité des lignines US. q.

{ o t  +  0 2 + 0 3 )  m g l g  M S

l
l""-l

: +

+ Q

* t
H + l

F

+
+

+

+_.
n

Flc. 4. - Variabilité du degré de condensation des lignines de Dicotylédones. Les teneurs en monomères
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non condensés et condensés, calculées d'après les résultats de EnrcrsoN et al.(I973),correspondant
respec t i vemen tà (a r *a2+d3 )e tà (an *a5+a6+a j *as ) .Auxana l yses "desbo i sdeQue rcas (e ) , de
Fraxinus(F), de Fagus (H) et de Vitis(Y) correspondent celles dàs lignines des écorces (littres
minuscules) et des racines (lettre minuscul'e surlignée).

- Variation of the condensation degree in the dicotyledons lignins. The contents oJ condensed and non
condensedmonomerswerecalculatedfromERlcKsoN etal . (1973)( tata;  ar+a2la3noncondensedaru)
(an*ar+a6+a1*a") condensed units respectiuery. co,esponding to data /br euercus (e),
Fraxinus (F), Fagus (H) and Vitis (V) woods are giuen dataJor barks lignins (small letters) awtfor riot
Iignins (small oaerlined letter).

Très récemment entn I'existence d'une variabilité du degré de condensation des
lignines a pu être confirmée par incorporation biosynthé-tique d'acide férulique
doublement marqué sur son cycle aromatique par du toc et sui le carbone-5 putàu
tntlum.

Après réactions de condensation des motifs gaiacyls, les variations du rapport
des activités 'H1'oa permettent l'estimation du iegré aê "o"à""tution sur le seur
carbo.ne--5 des noyaux gaiacyl. utilisant cette méthoàe Tovrvune et al.(1979 a) iit
lt^l,t 9,1btt9 

montré que chez le Pin(Pinus thunbergii)le bois de compression contient
oau_allqgg de noyaux gai'acyl condensés; chezle peuplier (poputui X-euramericana
cv 'I214) la même analyse n'a pu être conduite à cause àe tu èonipétltion des réactions
de méthoxylation et de condénsation sur le carbone-5. Dans in second temps une
qlalyse plus fine de ce phénomène a été réalisée sur des tig"s i"cil"ees de quatrË types
d'arbres: ces résultati sont résumés dans le tauteauî â'aprÀ, tor,ru*aetal.
(1980 a). Enfin ces mêmes auteurs ont montré que le degré O" "onà"nsation des ,royuu"
gaiacyl pouvait être modifié très significativement eide fuçon antagoniste chez les
angiosperrneg."t 

çs gymnospermes_par apport de substanc", â" "Àirrunce (Tolrrrrauna
et al., 1979 b). ces derniers résultats, rèsumés dans le tableauvl, peràettent de
constater que I'hétérogénéité induite par apport de substances de croissance est olus
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TABLEAU V

Variation du degré de condensation des unités gaiacyl dans les bois de réaction de Gymnospermes (bois de

compression du Gingko et du Pin) et d'Angiospermes (bois de tension du Peuplier et de I'Acacia).

Condensation degree tariation oJ the guaiacyl units in reaction wood Jrom gymnosperms (compression uood oJ
gingko and pine) and Jrom angiosperms (tension wood of poplar and robinia).

Le pourcentage de condensation (DC) est calculé en fonction du rapport de double marquage 3H/1aC

après incorporation d'acide ferulique-5 3 H-cycle U 1aC par des fragments de tiges maintenus inclinés à 45 ";

mesures faites sur 4 quadrants découpés après 72 h de survie.

Matériel
, I l l t oC

précurseur

Quadrant

DessusLatéral Latéral 2 Dessous

Gingko biloba
'} l l tnc.. .
D C ( % ) .  .

1 5 7 1 ,19
50

1,85
49

1,75
t l

l , l 2
52

Pinus thunbergii
t H / t o c . .  .  .  .
D C ( % ) . . . .

3,03 t,45
52

1,49 1 4 1

5 1
t , 1 4

oz

Populus euramericana:
'H l 'oc . .

D C ( % ) .
3,57 1,79

50 5 l
1,79

50
1,82

50

Robinia pseudoaccacia
3 H / t 4 C . .

D C ( % ) .
3,57 t q 7

46
t ,s;

48
) 0 4

53
2,00

44

TABLEAU VI

Variation du degré de condensation des unités gaiacyl de bois d'une Gymnosperme (Pinus thunbergii) et

d'une Angiosperme (Neriunt indicum) en fonction de traitement hormonal pendant la survie.

Conrlensation degree uariation oJ the guaicyl units oJ a gymnosperm (Pinus thunbergll) and oJ an angiosperm

(Nerium indicum) alîer treatments with growth substances.

Le pourcentage de condensation (DC) est calculé en fonction du rapport de double marquage tH/tnc

après incorporation d'acide férulique-53H-cycle-UraC par des fragments de tiges verticaux recevant le

précurseur par le bas, et les hormones par le haut,. après dispersion dans la lanoline (AlA: acide

indolacétique; ABA: acide abscissique; témoin : lanoline seule).

Matériel
! H l l a C

précurseur
Témoin AIA ABA

Pinus:
3 H l t o c .

D C ( % ) .
3,57 1  5 5

5'7
0,90

75
7  t 5

40

Nerium:
' H l t n c .

! , t ' (%) .
) \(\ 1,32

49
1  5 )

40
l ) 5

) l

vo l .  19 ,  n "  2  -  l 98 l
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marquéeque celle des.bois de réaction puisque dans le premier cas un effet est aussiobservable chez I'Angiospenne N erium' indicum.
. Compte tenu de ces trois groupes de résultats, il paraît donc actuellement difhcilede ne pas admettre I'existerice d-'une hétérogeneitii d ù fiffience des liaisons

LYT-":"::lq.u",r auranr dans les différenres fignin"r J. u"i,,-Jr-aux que dans resDols anormaux rndurts par réaction à des stimuli exogènes.
C. Hétérogénéité de composition monomérique des lignines

ce troisième type d'hétérogénéité est, depuis longtemps, le plus étudié même s'ilreste encore relativement mar connu. Il a étè surtoul anâlysé iar oxydation par lenitrobenzène alcalin. Or, cette méthode ne permet de caractêrisË. qu. la fraction noncondensée; de plus, son rendement, de I'ordie de 50 /,,"rt";;i;bl";"ù" rà, #J","rËdes liaisons intermonomères.
Malgré ces limites relatives,, qui ont été..discutées par ailleurs (MoNr6s, 19g0),cette méthode a été et est encore.bgl_gc9up utilisée. c,est grace a "irà {"., aes gu,it'i

é-té possible de démontrer la variabilité dés proportions rËlatives àÀ trois monomèresde type H, G et S en fonction de la classificationiystématique des végétaux (CnercuroN"^i.:!,"|:fl 
Ji f_Tli" de.ces résultats, résumés dunr t"r t'uut.uu*-ilr et ùIII, permetoeux sortes de commentaires concernant d'une part la variabilité de plantes ?ais.oniexception à la classification, d'autre part la variabilité a" ta compÀsitionïonomérique

dans les divers tissus d'une. même plante. Dans ces deux tabieaux, r" "o-fo.itïo.,monomérique est exprimée au moyen du rapport ,Zu- à"r- rendements dusyringaldéhyde (s) à la_vanilline (v) clui sont repésentatifs des monomères noncondensés de type S et G respectivement.

variabilité o. ru.offi::ï:::lnérru" 0", rignin",
en fonctioa de la classification des végétaux

Variability oJ the monomeric composition oJ. lignins

La compositio" -.,o-,.ll,ll':ïîjlJl",ï'":i;:;',i:'rt:ïïi*,-* apres oxydation par renitrobenzène alcalin : teneurs exprimées en pourcentage de la matière sèche tant'pour les aldéhydes p-hydroxybenzoïques (vanilline, v; syringaldéhyde, s) qJe la lignine de KLAsoN 1Li<;. Resultats d,aprèsCRErcHroN et al. (1944) (1) et Snro et Hrcuônr (lg7g) (21.

Classitcation LK
( % \

Aldéhr 'des

E
Réaction

de
Mlùrs

s + v
(%LK)

Gymnosperme:
typique (1) . .
Gnétaées (2).

2 5 à 3 5
2 5 à 3 5

1 5 à 2 4
2 6 à 4 0

0  ( ' )
3 +

Angiosperme :
t y p i q u e ( l ) . . . .
Winteraées (2).

18à23
3 0 à 3 5

3 5 à 5 1
3 0 à 3 3

3
1

+
T

Monocotylédone:
typique (1). . . 18à23 t 6 à 3 7 t à 4 T

(') Syringaldéhyde non détectable.
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Les données du tableau VII montrent que, à la distinction classique entre
Gymnospermes et Angiospermes typiques faite grâce à la réaction cytologique de
MRtirn, correspond une différence parallèle des valeurs v/s. Contrairement aux
Angiospermes, les Gymnospermes ne contiennent pratiquement pas de monomères de
typè S.-Dans les deux cas cependant, il existe des exceptions : certaines Gnétacées se
comportent comme des Angiospermes et inversement des Angiospermes primitives
(Wintéracées) ont des réactions de Gymnospermes. Ces différences, observées dès
1944, viennent d'être confirmées récemment par Suto et HtcucHt (1978) grâce à des
méthodes d'analyse plus fines telles que la spectrométrie infrarouge et surtout
l'acidolyse qui permet I'estimation du rapport S/G grâce à I'analyse de gaiacyl - et de
syringyi-prôpanones formées spécifiquement à partir des monomères non condensés
dês siiucturès aryl-alkyl éther p-O-4 (1).

Les données du tableau VIII illustrent la variabilité du rapport s/v en fonction de
la nature des tissus provenant d'une même plante. Tant lors de la maturation du bois
(formation du bois de cæur d'après CnercnroN et al.,1944) que lors de I'induction de
bois de réaction (bois de tension des Angiospermes d'après BL.q,Nn et Scunrtelp,1964)
ou que dans différents tissus (tissu normal ou cultivê in uitro d'après VENvnnt-oo, 1969 ),
on constate des différences très importantes des valeurs du rapport s/v.

Ces données permettent de supposer qu'il existe une hétérogénéité de la
composition monomérique des lignines tant entre plantes différentes qu'entre les tissus
d'unè même plante. Il convient de rappeler cependant, que ces données ne concernent
que les unités non condensées et donc que ces variations de s/v peuv ent a priori résulter
autant de réactions de condensation, affectant plus spécifiquement les noyaux gai'acyl

sur le carbone-5, que des différences d'activité et d'incorporation biosynthétique des
différents monomères.

Les variations du rapport s/v,'en fonction de l'âge des tissus, sont à ce propos
importantes à discuter. Les dpnnées de VeNvnnloo (1969), présentées dans le
tableau VIII, permettent de constater une augmentation du rapport s/v en fonction de
l'âge du xylème. Cette évolution est généralement observée chez les Angiospermes mais
une exception est connue, chez les Légumineuses, avec Erythrina crista galli. Cette
Angiospérme se distingue par un rapport s/v voisin de zêro et une réaction de MaÛlr
pratiquèment nulle. En 1978, Kurzurr et Htcucnt ont montré que chez Erythrinale
iapport s/v diminue avec l'âge (tableau VIII); ils ont attribué cet effet à des variations
d'ùne enzyme participant à la conversion de I'acide férulique en acide sinapique :
I'acide ferulique-5-hydroxylase. Pour ce faire, ces auteurs ont comparé I'incorporation
des acides férulique- et sinapique-1ac dans les unités non condensées de la lignine
caractérisée par acidolyse. Le tableau IX résume ces résultats dans le cas de Populus et
de Erythrina. On constate que chacun de ces'acides est incorporé dans les monomères
syringyl et gaïacyl et que le rapport d'incorporation B s/B v dans les unités syringyl et
gaiaiyl coriespondantes dépend non seulement du type de plante mais encore de la
nature du précurseur.

Ainsi, confirmant la possibilité d'une hétérogénéité de composition monomérique
des lignines, ces derniers résultats illustrent, en plus, la complexité de cephénomène. Il
conviènt de remarquer à ce propos que d'autres facteurs ou d'autres mécanismes sont
susceptibles d'affecter ce troisième type d'hétérogénéité'

Ô'est ainsi que des mécanismes enzymatiques différents, hydroxylases et O-
méthyltransférasei, ont été mis en cause pour expliquer I'existence de différences de

(r) Les avantages et limites de cette méthode ont été discutés par ailleurs (MoNrlEs, 1980)

vo l .  19 .  n ' 2  -  1981
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composition monomérique. Complétant les revues récentes consacrées à ces problèmes
(SHrruena, 1972; Hrcucut et al.,1977) on peut mentionner aussi les résultats de GRAND
et RaNreva (1979) qui attribuent un rôle important aux hydroxycinnamate-CoA ligases
dans le contrôle qualitatif de la lignification chez le Peuplier.

TABLEAU VIII

Variabilité de la composition monomérique des lignines
en fonction du type de tissus et de son âge

Variability of the monomeric composition of lignins
in relation to the type and the age of the tissues

Teneurs exprimées en pourcentage de la matière sèche tant pour les lignines de Kr-*soN (LK) et à I'acide
thioglycolique (Lth) que pour les aldéhydes p-hydroxybenzoïques (v, vanilline; s, syringaldehyde), obtenus
après oxydation par le nitrobenzène alcalin. Intensité des colorations : + nette, ( + ) faible, - non détectée.
Résultats d'après cnErcuroN erol.1944 (1), BLAND et ScunnEr-o, 1964(2), vENvERLoo, 1969(3) et
KurzuKr et HrcucHt. 1978A\.

Matériel
Lignine

totale

Produits d'oxydation Réaction
de

MlùLrTOTAL s / v

Acer rubrum (l).
bois de cæur..
a u b i e r . . . . . .

(LK)
) 1  A

20,6

(%LK)
1 0 t

44,5
t o

Euc aly pt us c amaldul ense s 12).
t ige vert icale. .
tige inclinée :

bois de tension ldessus).
bois opposé (dessous). .  .

(LK)
) ) 1

t 5  )

2r,5

(%LK)
42

46
42

2,6

3,0
)r ' ,

Populus nigra(3) .  .  .  .  .  .  .
xylème secondaire âgé. .
xylème secondaire jeune

x y l è m e p r i m a i r e .  . . . . .
phloème..
périderme..
cul ture t issu 2,4D. .  .  .
culture tissu ANA.. . . .

(Lth)
14

4

2
8
o
1
3

(,4Lft)
42
2'l
l 2
l l

l - )

1 8
1 6

2,0
1 , 1

traces
0,9
0,2
0,6
0,5

+
+

+
( + )
+
+

Erythrina crista galli (4):
xylème âgé.
xy l ème  j eune .  .  .  . . .  .
p a r e n c h y m e â g ê . . . .
parenchymejeune..  .  .

0,04
ô  t 5
0,01
0,10

rir
( + )

De même parmi les facteurs affectant I'hétérogénéité de composition
monomérique, qui ont fait I'objet d'études récentes, on peut citer l'âge dei tissus.
Confirmant les études modèles de Hrcucur (1957) qui avait rapporté une algmentation
du rapport s/v du haut vers le bas de liges de Bambou, des observations analogues ont
été faites sur des tiges de Canne de Provence Arundo donax (Joszrntu et aI., t91l) et ae
jeunes Peupliers Populus x-euramericana cv.I 214 (GneNo et RaN:Eve, 1979). Il est
vraisemblable, d'après les résultats de VnNvnnr-oo (tableau VIII), que ces variations
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puissent résulter de variations qualitatives ou quantitatives de la composilion tissulaire
et donc, qu'elles ne sont pas nécessairement liées à des variations de composition
monomér ique des l ign ines.

TABLEAU IX

Incorporation des acides férulique et sinapique dans les monomères non condensés des lignines de type
< Angiosperme >> chez Populus nigra (Salicacée) et chez Erythrina crista galli (Légumineuse).

Incorporation oJ Jërulic and sinapic acid in the noncondensed monomers oJ the angiospenn.s lignins of Populus

nigra (Salicaceae) and oJ Eylhrina crista galli (Leguminosae).

Résultats exprimés en pourcentage de la radioactivité 14C administrée sous forme d'acides fêrulique-2-
1a C (FE) et sinapique-2- 1a C (SI ) et incorporée dans les alcools B-oxy-coniférylique (0 G ) et -sinapylique (B S )
obtenus oar acidolvse.

Précurseur
incorporé

Résidu
pariétal

Produi ts d 'acidolyse

ToTAL p s B G B  S / B G

P. nigra
FE. .
s l . .  .

1 8 , 1
t4,6

1 ,81
t ,47

0,082
0,076

"o,412
0,087

0,20
0,88

E. crista galli
F 8 . . . . . .
s I . . . . . . .

5 6 5

13.6
4 , l l
1 . 4 1

0,086
0,075

o,263
0.028

o  1 1

2.7

Un second facteur affectant la composition monomérlque des lignines a été étudié
récemment par Gnano et RenrEva (1979). Ces auteurs ont montré que le xylème de
Peuplier incorpore la radioactivité d'un précurseur, la phénylalanine laC, dans les
motifs gaiacyl et syringyl lorsque la survie a lieu à la lumière; au contraire, à I'obscurité,
I'incorporation a lieu dans les seuls noyaux syringyls. Comme précédemment, ces
résultats ne sont pas nécessairement liés à des variations de composition monomérique
des lignines. On peut supposer en effet que le marquage de gaiacyl à la lumière résulte
de la synthèse accélérée d'éléments vasculaires riches en lignine de type gaiâcyl; la
formation de vaisseaux sous éclairement a été observée dans le phloème de Carotte
maintenu en survie (Mrzur.ro et al., l97l). Quoiqu'il en soit I'influence de la
photopériode sur le métabolisme des précurseurs dans les lignines ne fait pas de doute
(Toutvuna, 1980 b); de plus, il vient d'être rapporté que les lignines synthétisées sous
éclairement continu sont plus difhcilement biodégradées par les microorganismes que
les lignines synthétisées sous photopériode normale (PHu-nr et eil., 1979).

Comme les précédents, ces derniers résultats peuvent être expliquês a priori
autant par une accumulation sélective des précurseurs dans des tissus particuliers que
par une variation de la composition monomérique d'une fraction particulière de
lignine.

En conséquence, I'ensemble de ces remarques conduit donc à rechercher des
évidences de I'hétérogénéité de composition monomérique au niveau des parois isolées
et des fractions de préparation de lignine.

Hétérogénéité monomérique dans les parois isolëes
L'existence d'une hétérogénéité de composition monomérique dans des fragments

de parois isolées a êté rapportée récemment par Hlnor,lr- et aI. (1980). Après avoir
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désintégré mécaniquement du bois de Bouleau (Betula uercucosa), ces auteurs ont
géparé par filtrations et centrifugations des fractions enrichies en paroi primaire et
lamelle mitoyenne, en paroi secondaire, en rayons et en vaisseau". Lu cômposition
monomérique de ces fractions a été étudiée par combinaison de piusieurs
microméthodes dont l'oxydation par le nitrobenzène. Contrmant les conclusions
préliminaires obtenue_s par microspectrophotométrie par FEncus et GozuNc (1970) et
MusHr, et GoRING(1975), ces auteurs ont constaté quela hgnine des parois secàndaires
et.des.rayons est plus riche en motifs syringyls (rapport s/v de I'ordre de 3,0) alors que
celle des parois primaires et des vaisseaux èit relativement plus riche ".r -otifr gai'acyls
(rapport s/v de I'ordre de 1,5). Ces observations établisseni donc pou.la premiére fois,
semble-t-il, de façon.chimique, I'existence d'une hétérogénéité de^composition
monomérique des lignines dans les parois des cellules d'Angiospermes. De ilrrs, ""s
observations,permettent de supposer I'existence dans les Angiospèrmes de fraôtions de
lignine relativement enrichies en motifs gaiacyl et syringyli la justesse de cette
hypothèse est confirmée par des publications réôentes.

Hëtéroç1tnëitë monomérique des fractions de lignine

L'isolement et la caractérisation d'une fraction de lignine riche en motifs syringyls
à partir du bois d'Angiospermes différentes ont été rapiortées ."lgZS par yrunsixr
et al. Ces auteurs ont_obtenu plusieurs fractions "uràôté.iré", par des rapports s/v
compris entre 0,7 et 4,7 . Compte tenu des méthodes mises "n *uui., on peutiônsidérer
que ce travail établit pour la première fois l'existence de lignine de type syringyl. Il
convient de rappeler cependant que dès 1939, dans un travailîarement ôiié, irceîét at.
ont très nettement montré fexistence de lignines de type galacyl et syringyl dans les
Angiospermes et que, en,19,52, BneuNs avaii, d'après ies réiultais, rupposéi,existence
d'au moins deux types de lignines.

Combinant les observations d'e Hl*opLL et al.(1980) et les conclusions de ces
trois groupes d'auteurs, il esL actuellement tentant de décrire I'hétéroeénéité de
composition monomérique des lignines en admettant I'existence d'au moins àeux types
extrêmes de lignines : une lignine de type gaiacylcaractéristique des Gymnorp"r-êi .t
des parois primaires des Angiospermes, très paûvre en motifs iyringylsêt une iignine de
type syringyl caractéristique des parois secondaires des Angiospèimes typiqles, très
pauvre en motifs gai'acyls.

.. .Quelques données récentes concernant le fractionnement des préparations de
lignine ne sont pas incompatibles avec cette hypothèse. C'est ainsi que boier al.(1974)
ont rapporté des différences allant du simple au double des rappoits s/v de lignine dé
type MWL et de type LCC extraites successivement dè- bois ultramôulu de
Cercidiphyllum japonicum. De même, utilisant un protocole de préparation différent de
celui de Dot -et al. (1974), nous avons pu isoler de bois uliramoulu de peupliers
(Popu_lus-Trichocarpa cv. Fritzi et X . euramericana cv.I2l4) deux fractions de lignine
dites LM, detype MWI , et LE, de typeLCC. ces fractions ont été caractérisées p; des
méthodes physiq.ues (spectroscopie infrarouge, résonance nucléaire -ugnétiqu.
du. l'c) et chimiques (oxydation par le nitrobenzène et acidolyse). Toirtes ôes
méthodes ont permis d'établir de façon concordante que la fraction LE est nettement
plus riche en motifs syringyls que la fraction LM (MôNrrns et LAprERRn, 1980). Il est
remarquable que dans ces deux derniers travaux les fractions de lignine les plus riches
en motifs syringyls aient été celles de type LCC c'est-à-dire les plus éiroitement
associées aux polyo_sides. Compte tenu des observations de Hanosrl- et at. (l9go\, on
peut supposer qu'elles sont originaires des parois secondaires.

-

Physiologie VégëtaleLES  POLYMERES  VEGETAUX  Vol. 2 - part 1

448/529



rTÉTÉnocÉNÉITÉ DES LIGNINES

Quelle que soit I'exactitude de cette dernière hypothèse, ces deux derniers groupes
de résultats permettent d'afhrmer I'existence d'une hétérogénéité de composition
monomérique des lignines.

CONCLUSION

Après avoir dans une première partie envisagé les molécules modèles de lignine
puis lei préparations de lignines, il paraît raisonnable de conclure qu'il peut exister.au
moins tiois types d'hétérogénéité dans les lignines : hétérogénéité de la composition
monomérique, hétérogénéité de la fréquence des liaisons et, enûn, hétérogénéité par

hétéropolymérisation qui est de loin la plus mal connue.

Il est incontestable que de grands progrès ont eu lieu durant ces 5 dernières années
gràce à l'introduction ou à I'utilisation combinées de méthodes d'analyse souvent
délicates à mettre en æuvre.

Il n'en demeure pas moins que beaucoup reste à faire dans |e domaine de
I'hétérogénéité et tout particulièrement dans celui de I'hétéropolymérisation. S'il est
très vraiiemblable que les différences de composition monomérique sont déterminées
dans la plante, on nê peut exclure que des réarrangements puissent avoir lieu au niveau
de certaines liaisons intermonomères et au niveau de I'hétéropolymérisation pendant le
vieillissement des parois cellulaires ou le séchage des bois et des produits
lignocellulosiques après récolte.

Même si elle paraît très difhcile, I'analyse de ces phénomènes mérite d'être
approfondie car elle pourrait être utile sur les plans théoriques et pratiques.

Remerciements

Les résultats originaux concernant la présence et le fractionnement des acides
phénoliques (tableaux II, III, IV) ont été obtenus dans le cadre d'un contrat DGRST
< Matériau Bois > entre 1976 et 1979 : contrats n"' 76-7-0550,77-7-1138 et78-7-2560.

BIBLIOGRAPHIE

BreNnD.E.etScvnrrnloG.,lg64. - Thechemistryofreactionwood IV.Thedistributionand
nature oflignin in seedlings ofhardwoods. Holzforschung, f8' 161-166.

Bneurs F. E., 1952. - The acylation and acylysis of lignin. ln The Chemistry oJ Lignin.
Academic Press, New York, 280-281.

CntrçsroN R. H. J., Gtsss R. D. et HrssEnr H., 1944. - Studies on lignin and related
compounds. LXXV. Alkaline nitrobenzene oxidation of plant materials and application to
taxonomic classifrcation. J. Am. chem. \oc.,66,32-37.

Dor S., MonoHosru N. et HÂ,RecucHl T., 1974. - Properties of lignin in decayed wood.
Mokuzai Gakkaishi. 20. 230-237.

EnrcrsoN M., Mlrscun G. R. et Soun.al I., 1973. - Characterisierung der Lignine von
Angiosperm durch oxydativen Abbau. Holzforschung,2T, ll3-ll7,27, 147 -150, 28, 135-
138 et 28. l5'7-159.

Fsncus B. J. et GonrNc D. A. I., 1970. - The localization of guaiacyl and syringyl lignins in birch
xylem tissue, Holzforschung, U, 113-ll7 .

FnEupeNnnnc K., 1968. - The constitution and biosynthesis of lignin. In Constitution and
biosynthesis of lignin,K. FnnuosNnenc et A. C. NersH, éd., Springer, Berlin, Heidelberg et
New York, 44-122.

vol. 19. n" 2 - 1981

345

- -

LES  POLYMERES  VEGETAUX  Vol. 2 - part 1

449/529



346 B. MONTIES ET C, LAPIERRE

Fnv S' C., 1979. - Phenolic components of the primary cell wall and their possible role in the
hormonal regulation of growth. Planta, 146, 343-351.

GnaNn D. et ReNJEva R., 1979. - La lignification chez le Peuplier. III. Variation du niveau
d'activité d'enzymes impliquées dans la biosynthèse des monômères en fonction du degré de
lignification et de la nature des tissus. P&ysiol. vég.,17,433-444.

Hnnonr-r- H. A., Lnanv G. J., Srorr M. et wpsrenrraenr u., 19g0. - variations in lisnin
structure in defined morphological parts of birch. svensk pappersttln, g3, il-74.

Hannts J. P. et Hanruv R. D., 1976. - Detection of bound ferulic acid in cell walls of the
Graminae by ultraviolet fluorescence microscopy. Nature, 259, 50g-510.

Hanrus J. P. et HARTLEY R. D., 1980. - Phenolic constituents of cell walls of monocotvledones.
Biochem. System. Ecol., 8, 153-l 60.

HnuurNcsoNJ.A. ,LeanvG. ,Mr l rnn I .J . ,Tuouasw.A.e twooonouss  A.  D. ,  197g.  -  Anew
class of linkage between carbohydrates and lignin model compounds, "/. chem. Soc., Chem.
Comm.,92-93.

Hrr'rruINcsoN J. A.,1979. - A new way of forming lignin carbohydrate bonds: etherification of
model benzyl alcohols in alcohol water mixtures. Austral.  J. Chem.,32,22s-229.

Htcucsr T., 1957. - Biochemical studies on lignin formation. Physiol. Plant., 10,633-648.
Htcucqr T.. Sntueoa M., Nerersuno F. et TANAHASTuT M.,1977. - Differences in biosynthesis

of luaiacyl and syringyl lignin in woods. Wood Sc. Technol., ll. 153-167.
Htcucm, 1980. - Biochemistry of lignification, V|/ood Research,66. l-16.
Josnuau J. P., Mrxscne G. E. et YAsuDA 5., 19'77. - Structural variation of Arundo donax

lignin in relation to growth, HolzJorschung, 31, I9-ZO.
KeravaMe Y., MonoHosHt N. et Hen.q.cucHr T., 1980 a. - Formation of lignin carbohydrate

complex in enzymatic dehydrogenation of coniferyl alcohol. I Dectection of acid
hydrolysable linkage, between D-glucose and dehydrogenation products of coniferyl
alcohol. Mokuzai Gakkaishi. 26. 358-362.

Karavaua Y., MonoHossI N. et Han,,rcu'cut T., 1980 ô. - Formation of lignin carbohydrate
complex in enzymatic dehydrogenation of coniferyl alcohol. II lsolation of lienin
carbohydrate complex with guaiacyl-glycerol-B-coniferyl ether and other dimlric
compound as lignin moiety. Mokuzai Gakkaishi,26, 414-420.

Kurzurl H. et Hrcucnr T., 1978. - The formation of lignin of Erythrina cristagalli. Mokuzai
Gakkaishi., 24, 625-631.

LBan_v G. J., 1980. - Quinone methides and the structure of lignin. Ihood Sc. Technol., 14,
2 l -34 .

LrrrF M., wnrcnr G. F. et Hrsnnnr H., 1939. - studies on lignin and related compounds XL
the extraction of birch lignin with formic acid. J. Am. chem.,soc.. 61. r4i7-1492.

Marsurura M. et Saxaxrnene A., 1971. - On the heterogeneous distribution of chemical
structure in lignin. Mokuzai Gakkaishi, 15, 35-39.

MrzuNo K., Koltll,uNn A. et SntuoKoRryAMA M., 1971. - Vessel foimation in culture carrot
root phloem slices. Plant Cell Physiol., 12,823-830.

MoNrIes 8.,1977. - Variabilité structurale des lignines : estérification du cæur des lignines de
Blé et de Peuplier par des acides phénoliques physiol. vëg.,15,375.

MoNrIns B., 1980. - Les lignines. In les polymères végétaux ; polymères pariëtaux et
alimentaires non azotës, MoNrrss 8., éd., Gauthier-Villars, paris. li0-155.

MoNrtrs B. et Laptnnnn C., 1980. - Evidences of heterogeneity of lignin fractions isolated from
Poplar wood. (Abstr.  comm. EUCHEM symp. Lignin chemistry, June 19g0, Helsinki),
Kenr ia  Kemi ,9 ,  p .  490.

MonoHosnr N. et S.a.rrxtsana A., l9'll a. - On the distribution of condensed type in lignin:
comparison of the lignin fractions of hydrogenolysis products in MWL, LCô and wood
residue. Mokuzai Gakkaishi. 17. 354-361.

- -

Physiologie Vëgëtale

LES  POLYMERES  VEGETAUX  Vol. 2 - part 1

450/529



sÉrÉnocÉNÉlrÉ nes LTcNINES 1 À -
J + t

Mononosut N' et SrxnrtnaRe A., lg7lb. - The chemical composit ion of reaction wood.
I. Mokuzai Gakkaishi, li,393-399.

MonoHsHt N. et Sererlnane A., l97l c. - The chemical composition of reaction wood.
17. Mokuzai Gakkaishi, 17, 400-404.

MusHe Y. et GozuNc D. A. L, 1975. - Distr ibution of syringyl and guaiacyl moiet ies in
hardwoods as indicated by ultraviolet microscopy. wt,oa si'. TechnZl., s, 4s-ss.

NaraMune Y. et HIGUCHtT., 1976. - Ester l inkage of p-coumaric acid in bamboo l ignin.
Hol; lbrschung, 30, 187-191.

Narnuune Y et Hlcucsr T., 1978. - Ester linkage of p-coumaric acid in bamboo lignin.
III. Dehydrogenative polymerisation of conifeiyl p-ïydroxybenzoate and coniferll p-
coumarate. Cell .  Chem. Technol..  12.209-211.

Pu F., 1980. - Étude de la structure macromoléculaire des lignines. Thè.te Doct. Erat,
Université scienti frque et médicale de Grenoble.

PHEI-eN M.. Cn,c.$rontr D. L. et PolrErro A. L.,  1g7g. - Isolat ion o1' l ignocel lulose
decomposing actinomlcetes and degradation of specif ical ly 14C label led l ig.; . I i i r l ; ; ; ; ; i
s ix selected Srreptttr t t . t<e.s Strains. Can. J. Mi*obior.,2s, 1270-1216.

Srnx'rr-rr K \ ' -  l9r l .  -  Li-enin precursors and their polymerisationin Lignins; oc(urrence,
l()rrtertor. \r t 'u(rur. '  und reatt ions, K. v. SenraNEN et CH. LuowIc, éd., wi ley
I n l e r : c r c n c c .  I  5 U - l  5 5 .

ScHlvrens \\'. et F.{lr O . l.9l-1. - Vergleichende Untersuchungen an polymermodellen des
Lignines tDHP':r \ r'rschiedener Zusammensetzungen Holz/irschung, ztl , zog-ll 3, 2g, ,5_
50.  28 .  50-51 .28 .  9 .1 -98 .  28 .  179_185,  29 .49_55 e t -28 .224:229.  

' '

Sutl teoa M.. 1971. - Biochcmical studies on bamboo l ignin and methoxylat ion in hardwood
and softuood l isnins. l l  txtd Rcsearch, 53, lg-65.

SHro T. et H'GL(Hr T.- l9-s. - Srudies on the l ignins of podocorpus, Gnetum, Drimlts.ànd
Psetrdov'interio. ll-utd Rt,.tt'ttt.t.h. 63. l-l 0.

Srratrs D. C., 1955 a. - Esrcr groups in l ignin, Nalure, l j6,26j_26g.
SurrH D. c.,  1955 ô. - p-hydrorlbenzoare groups in the l ignin of Aspen (popurus tremura). J.

Chem. Soc.. 2347-2351

TeueHassl M., TereucHr H. et HrcLC'r-rr T..1976. - Dehydrogenative polymerisation of 3,5disubstituted p-coumarr.l alcohols. H ootl Researcn, Ai. q+152.
TeNera K.. Narersue. F. er Hrc.c.Hr T.. rgr6..- Reactions between guaracylgryceror_B_

guaiacylether and sereral sugars. l .  reaction of quinonemethide with b-glucur.rrru acicl.
M okuzai G akkaishi.  25. 653-659.

TaNara K',  Narn'sr Bo F. et HrcucHr T.. rg.�g. - Reactions between guaiacylglycerol-B-guaiacylether and severar -sugars. II. reaction of quinonemethide with pyranohexoses.Mokuzai Gakkaishi, 25, 6$_659.
Trn'tsutve N.. Oreo,q M. et Tor, lruune Y." 1979. - Heterogeneity in formation ol l ignin.

I. Heterogeneous incorporation of p-hydroxybenzoic acù into poplar lignin, Mo)u:ui
Gakkaishi" 25, 422-426.

Toulvun,l  Y. et TrnesHrnrr N., 19.79. - Heterogeneity in formation of l ignin. I I .  Incorporation
of side chain and methoxyl carbon of fJrulic acid into lignin in"tree xylem. MokuzaiGakkaishi, 25. 427 -430.

Toun lune Y. ,  Yoxor  T ' .  e t  Tgn, ts r r r r , r , r  N . .  1979 a .
IIL Formation of condensed type structure with
Mokuzai Gakkaishi, 25. 595-599.

Heterogeneity in lbrmation of l isnin.
bond ar  pos i t ion  5  o l  gua iacy l  nuc- leus ,

Tovnrtne Y., Yoror T. et Tnn,qsHnn N-..  19: '9 b. _ Heïerogeneit), in formation of l ignin.
IV' Various facrors 

ltrjc! i{y_ence -the degree of condenùtion at position 5 of gualcyl
nucleus. Mokuzai Gakkaishi, 25, i 43-i49.

Tourlrune Y., Yoror T. et TErasruv.a, N., l9g0 a. - Heterogeneity in formatron ol. lignin.
v. Degree of condensation in guaiacyl nucleus. Mokuzai-catçthsni,36, 36-42.

vo l .  19 ,  n '2  -  1981

-

LES  POLYMERES  VEGETAUX  Vol. 2 - part 1

451/529



I
l348 B. MONTIES ET C. LAPIERRE

Toutuuu Y., Seseo Y., Yoxor T. et TBnesnrla,c, N., 1980 ô. - Heterogeneity of lignin. VI.
Selective labelling of guaiacyl-syringyl lignin. Mokuzai Gakkaishi,26, 558-563.

VrNvBnr.oo C. J.,1971. - The lignin of Populus nigraL. cv. "Italica" and some other salicaceae.
H o lzfor s c hung, 25, 18-24.

VnNvpnroo C. J., 1969. - The lignin of Populus nigra L., a comparative study of the lignified
structures in tissue cultures and tissues of the tree. Acta Bot. Neerl., 18; 241-314.

Yaueserl T., H,trA. R. et HrcucHr T., 1978 a. - Separation of s-DHP from a mixture of c- and
s-DHPs with special reference to the isolation of a syringyl lignin. Holzforschung,32,20-23.

YeMes,c,K T., Here K. et HtcucHr T., 1978 à. - Isolation and characterization of syringyl
component rich lignin, Holzforschung, 32, 44-47.

YeN J. F. et JoHNSoN D. C., 1980. - Molecular weight distribution in the lignin sol. J. Agric.
Food Chem.28. 850-855.

I

- .E

Physiologie Vëgétale

LES  POLYMERES  VEGETAUX  Vol. 2 - part 1

452/529



I
Eurooean Commission

COST 92
Metabolic and

physiological aspects
of dietary fibre in food

Recent progress in the analysis of
dietary fibre

Proceedings of a workshop held on
28 and 29 October, 1994

in Copenhagen (Vedbæk), Denmark

t^1-_, ,,

EIISÏ
jLl
' -  - : -  ' - -

.1 '.t -

a ->! - )
- l

1995
LES  POLYMERES  VEGETAUX  Vol. 2 - part 1

453/529



THE DETBRMINATION OF LIGNINS : QUANTITATIVE AND
QUALITATIVE APPROACHBS
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SUMMARY

Chemical methods for characterization of the molecular structure and the content
of lignin in "native" and "industrial" lignocellulosic products are critically
reviewed. Analytical difficulties of lignin analysis are exemplified in the case of
the characterization of residual lignin in chemical pulps and concerning the
determination of lignin content and monomeric composition in samples from
different botanical origins and from transgenic plants or mutants. The signifi-
cance of "native" and "transformed" lignins is then discussed in relation to their
general biodegradability. Chemical characterization of lignin is finally discussed
emphasizing three main topics: cytochemical determination according aromatic
aldehydes detection, monomeric composit ion analysis including the relat ive
interest of some solvolytic and oxidative procedures and finally determination
of lignin content based on UV specnophotometry and gravimerric
determinations.
It is concluded that the solvolytic procedures which allow a selective
depolymerization of lignins and determinations of corresponding 

"lignols" are
particularly well adapted for both qualitative and quantitative assessment of the
lignin structure, qualities and contents.

I. INTRODUCTION : SOME EXAMPLES OF ANALYTICAL DIFFICULTIBS

Qualitative characterization of molecular structure of lignins and quantitative determr-
nation of lignin content have been recognized since a long time as a difficult task even
in the case of in situ "natural" lignin from woods and herbaceous plants (1). These
tasks become even more difficult. when such characterizations are to be done on
"industrial" products, such as cellulosic fibre for paper and dietary fibre, or on chemi-
cally and biologically "transformed" materials. These difficulties arise mainiy from the
fact that the molecular structure and reactivity of lignins are even now relatively poor
known not only, as rnacromolecules, in the case of "native" samples but especially. in
the case of "industrial" products and materials. The reasons are that the maclomolecular
physico-chemical properties, the reactivity of the characteristic functional groups, the
molecular structure and even the monomeric composition of the residual lignin
remaining after these industrial treatments can be specifically changed.
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The characterization of residual lignin in the chemical pulps can be chosen as a first

example, to enlighten these difficulties.
More than twenty years ago, the possibility to determine the content of residual lignins

in these pulps was discussed by MARTON (2), who emphasized the interest of both

infrared and ultraviolet spectroscopy taking into account the structural feature of kraft

l ignin.
At the present time, and even when the chemistry of the alkaline delignification of

wood has been studied more in detail (3), investigations of the residual lignin in

chemical pulps require elaborated combinations of analytical procedures not only for

isolation after enzymatic or solvent extractions respectively (4,5), but also for deter-

mination of total content, including acid - or alkali - soluble fractions, but excluding

sugar, polysaccharides and even proteins (4). Further attempts to describe the molecular

srructure of residual lignin involving combinations of sophisticated acidolytic

depolymerization procedures (6), nuclear magnetic spec[oscopy experiments (7) and

gel permeation chromatography (8) have until now provided significant information

which however are not enough specific and precise, to allow any unambiguous deter-

mination of any accurate content in "residual lignin".
A second example of such difficulties can be found in relation to the biological vari-

ability of lignification, which has been extensively studied in this INRA laboratory (9).

This variability deserve a special attention in relation to the growing interest to produce

fibre, both for dietary u"se and for production of paper, from selected plant cultivars or

clone, from mutants or from obtained transgenic lines. Indeed, natural and/or induced

differences in chemical structure of lignin seem occasionally large enough to effect the

specificity and thus the accuracy of the current analytical methods.

This is, for example, the case for the variability of the monomeric composition of

lignins in relation to the determination of "lignin content" using sulphuric acid reagent

according to the reference Klason lignin (KL) procedure. Again, about twenty years

ago, a strong conelation was found between the monomeric composition of lignin, as

expressed by the ratio methoxyl groups per monomeric units which measure their

.ont"nt in dimethoxylated syringyl units, and the formation of an acid soluble lignin

fraction (ASL). This fraction which ranged from about I0 to 30Eo of the Klason lignin

in the woods of Angiosperm (10) has not been taken currently into account when using

the reference KL procedure. Even, at present time, calculations of the "total" lignin

contenr, by addition of KL and ASL, have seldom been reported even when a large

natural variability in the monomeric composition of Angiosperm lignin has been

described in the absolute and relative content in syringyl monomeric units (9-11).

Taking into account such biological variability can be particularly relevant when

characterizing transformed products or plant material collected at different stages of

maturiry: large changes in syringyl to guaiacyl ratio (S/G) susceptible to affect the
"total tignin" determination, have been described for example after wood degradation

by fungi (12) or during the development of plants and the biosynthesis of lignin

fi:,f +i. Furthermore, other changes in the molecular structure and thus, in the reactivity

of lignins, canfot be excluded in the case of mutants and transgenic plants. Such

variaiions, which in some case require specific adaptation of the analytical procedures'

have been recently reported in the case of the brown midrib (b.m.) mutants of Maize

indicating changes in alkali solubility and monomeric composition of lignin ( 15).
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Correlated changes were even found between the monomeric composition of lignin and

the content in cell wall linked phenolic acids, particularly between syringyl units and
p-coumaric acid, during the development of the internodes of the Maïze stem (16).

Further in the case of transgenic Tobacco manipulated for the lignin biosynthesis
pathway, a new and unusual monomer: 5 -hydroxyguaiacyl, has been found (17),

which has been described, for the first time in a b.m. mutant of Maïze (18) and was

also recently reported in the corresponding b,m. mutants of Sorehum ( l9).
Providing a third illustration of the specific analytical difficulties encountered, one have
to stress that this unusual type of lignin monomeric unit, characterized by the
4,5-ortho-diphenolic functionality cannot be detected as lignin monomeric unit when
using any oxidative depolymerisation procedure, such as for example nitrobenzene
oxidation, as, such o-diphenols are oxidatively transformed during this reaction. The
absence of 5-hydroxyvanillin among the nitrobenzene oxidation products of Arabidopsis
mutants recently reported (20), could be likely, related to this phenomenon. At the

opposite, non oxidative procedure such as thioacidolysis, allows the identification of
such orthodiphenols conesponding not only to the syringyl monomers in "native"

lignins but also, to the guaiacyl monomers and corresponding catechol structure ln
"industrial" lignins and colresponding pulps and fibre (21).

Finally, a last and clearer illustration of such analytical difficulties to characterize lignin
can be found in the identification of chromophore and/or specifically reactive
functionalities in lignins. This is the case for the origin of the yellow colour and the
photoyellowing of industrial pulps and cellulosic T:ôlrre (22), but also for the reddish

colour, specifically associated with the xylem cell wall component of plants genetically

manipulated for lignin biosynthesis (23,24).In both cases, the large number of possible

chromophoric grouping, associated with their low relative chromophoric contents, their
low relative concentration, and also their frequently high chemical reactivity impeded,
until now, any rapid and unambiguous identification of the conesponding chemical
structure.

2. DIBTARY FIBRE AND LIGNINS : A MATBR OF DEFINITIONS

Considering now more specifically the dietary fibre (DF), one assume as a "standard"

physiological definition that "DF are components of plant materials in the diet which

are resistant to digestion in the gastrointestinal ract " (25). Chemically, DF include
thus, various amounts of not only, "natural components"; such as cell-wall and non-cell-
wall polymers, but also "transformation products" such as denatured starches, and
cooking reaction compounds. Indeed, "in situ" lignins, lignin like polymers and indus-
trial lignins are well known to be degraded by only few species of fungi (26) and
bacteria (27); they appear to be resistant to digestion even in rumen ecosystem (28) and
thus can be classified as dietary fibre. As however, lignin biodegradation can be
induced oxidatively (26,21) with, in some cases, subtle changes in macromolecular
properties without total degradation of the whole macromolecule to CO, (29), care has
to be taken, for possible metabolism of, for example, "transformed" - or "predigested"

- lignin dietary fibre, even in the anaerobic conditions of the animal tract.
In combination to the possible solubilization of cell wall phenolics suggested to occur

8 l
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in these conditions (28), studies ofsuch metabolisms requires both specific and accurareanalytical assessmenr of what is defined as lignins in ;dietary fibà,,.

3. CHEMICAL CHARACTBRIZATION OF LIGNINS : THREE POINTS OFVIEW

This presentarion being necessariry brief, onry few topics wilr be discussed using asreferences previous articles and reviews (2g,30; and particurarry, ,*o uurton,uriu"books (31,32), in which experimentar p.oà"aué and analytical merhods have beencritically reviewed. Stressing the potentiar variability of fibre lignins, onlycytochemistry, monomeric composition and content determination wiu Ë dis;ussed,referring Lo the smallest number of publications.

3'1 From cytochemicar point of view, lignins are usuaily defined as ,,forming 
reddishcolour after reaction with acid phloroglucinol; this reaction has been used to determinethe amount of cinnamardehyde 

,units in native rignins,, (3 l ). This colour reacrion hasbeen used frequently to provide a determinatioî of the iignin .on,"n, noi onty in"native" 
but also in "transformed" 

lignified products such as fibre. care has to be takenon the specificity of this colour-reaction wit-h other carbonyl functionalities. Furrher, asmost of the aldehydes can be easily desfioyed after many chemicar reactions (acid-bases, oxido-reduction, ..) care has also to 
-be 

taken on the history of the DF ro beanalyzed in this respect' The disappearance of this colour reaction has been observedafter mild pretreatment of poprar wàod (33) and wheat straw (unpubrished) even whenonly few percent of the total lignin was extracted as shown uy comuinea chemicaranalysis. That the use of such rignin staining was thoughr to be of rimited varue fbrpredicting cell wall digestibility of forages fibre (34), is likery related to this fact.Further, in the case of industriar producis, the foàation of such ,yp", oru,o*"r,"aldehydes has been reported after mild oxidations or afrer f,eating f:Sl. sr.engti.ningthe previous injunctions of wisdom (1,30).

3'2 From monomeric composition point of view, rignins have been defined as"macromolecules 
in which phenyrpropine monomers are mainly linked by aryl-arkyr-ether (A.A.E) chemical bounds" (1,30), providing operarronal possibirities for bothidentification and quantification of lignins among'iignin like polymers.

Acidolysis and thioacidorysis (2r,31),.allowing 6 o"epoty*erize lignin wirh recoveryof solvolytic products whose substitution patÀ are characteristic of the A.A.E rink_ages (21)' provide these two possibilities, as recently shown in rhe case or tignin titephenolic fracrion from suberin (36). Further, the quantitative esrimarion of thesesolvolysis products alrow to carculate relative yields of depolymerisation, which arerepresentative of the content and the molecular composition àf any lignin fractions.Indeed, the relative contenr in monomeric-, dimeric-, trime.ic-,..., oliiom"eric- ;[gnorr,,
(37), occtrring in lignins can be determined using such fracrional s-olvolysis. in rhisprospect, care has to be taken to control the reproducibility and to evaluu,"ih" r""ou"ryyields of these solvolysis products,.as previôusly discussed. whatever may be, suchquantitative depolymerization procedure seems to provide, at present, the most u".u.ur"
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possibi l i t ies for both qual i tat ive and quantimtive evaluarion of l ignins in both "natural, ,
and 'transformed" 

Iignocellulosic products or fibre, as emphasizèd in the introducuon.
More than twenty years ago such views have been perspicaciousry indicated by NIMZ
(37) who chosed thioacetic acid for parriar depolymerization of lignin. In fact *any
other reagents such as alcohols, glycols or thiols have been used fo-r both quantitative
( l3) and quali tat ive (38) solvolysis, without being ful ly evaruared for such quanti tat,ue
possibilities. For example, detergents or rhioglycolic acid have been frequenily used for
l ignin content determination; possibi l i t ies of formation and losses of soiuble iolvolysis
fract ions (S.s.F) of l ignin have been unfrequently discussed (13). Final ly, with
reference to these solvolytic procedures of lignin depàlymerization which p.esé.ue the
phenylpropane structure of the monomeric units, one have to underline that oxidative
methods, such as alkaline nirobenzene or cupric oxidations (31,32) suffer a marn
limitation to destroy most of the phenylpropane units, providing thus less accurate
identi f icat ions of l ignins (30,36). Further, changes in the condit ions of oxidation l trme
and temperature) have been shown to induce significant variations in the recovery
yields of the corresponding monomeric units. Such phenomenon, which has been
accounted to optimize the analytical procedure (13), could be also relevant when
characterizing dietary fibre from different origins.. Recently, such variations have been
observed in the case of lignin fraction from grasses, indicating that the oxioarrve
degradation of the phenolic monomers occuned according to i kinetic which was
different for the conesponding phenyl, guaiacyr and syringyl monomers (39).

3.3 From "total" content determination point of view, l ignins can be defined as"aromatic polymers, insoluble in water and closely associatedlo the cel l-wall  matnx,,.
thus particularly fitæd for spectroscopic and gravimetric determinations ( I I,30).
Merely from the aromàtic structure of its lignols constitutive units and their cor-
responding strong and relatively specific ultraviolet (uV) absorbances, lignin conrents
have been esrimared by uv spectroscopy after solubilization. Standardizù procedures
have been critically evaluated stressing the need of complete "solubilizarion'i 

of the cell
wall componenrs, wirhour formation of non-lignin uv absorbing compounds (32); the
most critical factor being their reliability due to the occurrence of large differences in
the absorbing coefficienrs, according ro the nature and the history of the samples (3 I ).
Indeed these differences coutd be panicularly large and relevant in the case àf "trrnr_
formed" fibre, with reference to the effects of industrial processes but also, in the case
of any solubilized fractions such as any "s.s.F", 

as previously ciiscussed. Further, such
differences could be also relevanr in the case of "natural" 

fibre in which, according to
their botanical origin (9,3 I ), strongly uv absorbing phenolic acids occur as chemically
linked components of the celt walls and of lignin fractions. At our knowledge, no
systematic evaluarion of such changes in absorptivity coefficient has been published,
even in the case of cereals products such as brans and straw f ibre. Recentlv. new
procedures for the determination of these phenolic acids have been reporred 1io,aty,
allowing extended determination of the total conrenrs, after chromatographic seiaration
of the corresponding individual components: the monomeric phenolic acids. Due ro the
occurrence of the corresponding dimeric and likely oligomeric derivatives of these
phenolic acids, it would be interesting to combine these procedures with milder
solvolytic methods, in order to provide more representative and more accurate fisure
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based on the quantitative determinations of individual components, as previously
suggested for the "rignors" ($$ r.zl By using such a procedure, it wourd be possibre
to determine the absorptivity of each fraction being analyzed, granting, at reast rn part
and indirectly, the "not pracricable" requiremenl "*pr.rr"d uy o-eruca (3 l ) 

,,to
determine the absorptivity for each sample being analyzed,, .
Finally, concerning the gravimetric determinations of lignins which, at present, remain
the reference procedure, the same type of r imitations, in accuracy ani sometime inprecision, have been underlined in relation to the variabirity of the Insolubre Residue"lR" recovered and defined as "lignin" (1,31,32). As emphasized in the introduction andconfirming the necessity to take into account any sorvolysis soluble lignin fractions
(I'10,30,42), the systematic occurence of such "solubilizarion', 

has Ëeen recentry
reported after acid detergent determinations (43,44). Bringing these lasr data togerher
with the selective formarion of acid soluble lignins (gg liaù te formation of s.s.F
according ro rhe many solvolytic mechanism of lignins (${i 3.1), one can .ugg"r, rt u,,whatever the analytical procedure chosen, the dùorganisation of the ligno"c"ellurosic
structure and associated lignins, induces the formation of both iniolubte_, as"repolymerized", 

and soluble.-, as "solvated", products. This is the case not only during
acidolysis and thioacidolysis in organic solvènts (21,31) but also during the various acid
solvoly.sis in warer corresponding to the "Klason" 

or rhe ',acid insolubË,' types of rignin
determination (30,3r.42). This is also, very likely the case for the ',glycol" 

or"detergent" determinations of the dietary fibre and their associated rienins.

4. CONCLUSIONS

concerning the determination of the "total lignin" content, rn both the natural and
industrial lignocellutosic products and fibres, one could emphasize a need of anatysis
summing up soluble and insoluble fractions. Such approach which even now seems
very difficult and tedious, has been only unusually attempted (45).
Considering now the determination of representativL lignin fracrions and the avaitability
of standardized fracrionation procedures of lignins (31), any solvolytic procedure courd
seem fitted for use when combined with a gravimetric determinaiion of an Insoluble
Residue and a careful assessment of the possible losses and coprecipitations. In order
to be reliable, such procedure have to be optimized for each si,nptË ueing anaryzed.
Furthermore, the possibility to prepare, by uie of some of these ttund*dirù acidotytic
procedures, defined lignin fractions, from monomers to small oligomers, associated with
the possibility ro sep'rate and quantify their contenrs by High performance
Chromatography, seems to ailow ne* paihs combining quantitatiue' and qualitative
determination of the solubilized fractions. As previously diicussed (21), thioacidolysis
provides one of rhese parhways as ir can be applied fàr the specific iJentification of
lignins in very different lignocellulosic "on'poonds. Acidolysis, thiorysis or aminolysis
procedures could also be, however, investigated in this respect, with the aim to provide
a complementary evaluation of the Insoruble Residue. In this respect gel peràeation
chromatography could be associated to characterize the oligomeril fiactions as
previously shown (29,32,46). In spite of such procedures could require rengthy and
somerime sophisticated adaptarions, they seems io be particularly finéd to proiidÉ d^aLES  POLYMERES  VEGETAUX  Vol. 2 - part 1
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on the contents and the molecular structure of lignin, which are required to charactenze

the potential biological properties of dietary fibre.
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Variability in the lignification of
plant cell walls in relation to
production of cellulosic fibres
B. Monties +  

4 F r ' r -  I t
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13.1 INTRODUCTION

Plant cell walls are characterized by the occurrence of linked phenolic
compounds such as lignin and related phenolic acids. The strucrure,
and thus the reactivity of these phenolics, varies according to many
factors such as plant species and conditions of plant develqpment. This
heterogeneig_ of the cell wall phenolic acidJ profoundll affects the
biological _and physicochemical properties of plant organs such as
stems and leaves. Furthermorq occurrence of these phénohcs deter-
mines the efficienry of isolation of the cellulosic fibrei which are the
characteristic strengthenint elements of not only in situ plant cell walls
but also fibrous products such as papers and boards (Monties, l9g9a,
1991a).

Occurrence of variations in lignification pattem (lignin content and
composition) and in cellulosic fibre morphology has been reported in

Igltiol !o geneti< and phenotypic conditions of development (Fahn,
1982; Fuiita and Harada, 1991). The effects of such variaiions on fibre
production and th€ quality of products (plant cell wall digestibility,
mechanical strength of plant organs, and the paper-making propertiàs
of fibres from both trees and crops) have aiso been repioited. This
chapter summarizes these data with emphasis on the Èossibility of
manipulating lignification of plant cell walls and with the aim of
improving both production and fibre quality.

!y, C..n" 2 ..f7"ry^t._R?gions_. Êdired by K. R. M. Anrhony, ,. Meadley and G.Rôbb€len. Published in 1993 by Chapman & Hàll, London. tSAru b liZ +SOZO +
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Cell unlt-Iinkeil phmolics and cellulosic fbres 131

13.2 CELL WALL-LINKED PHENOUCS AND
CELLULOSIC FIBRES

Cellulosic fibres occur in different types of plant tissues such as rylem,
phloem and sclerenchyma (Fahn, 1982). However, from an industrial
point of view, cellulosic fibres may correspond fo 

'fibres' or_ individual

iells isolated from these Plant tissues; or to 'bundles', which cone-

spond to partially dissociated fibre (cells); or even to 'cellulosic fibrils'.
-hi.h aor."toonâ to associated polymeric cellulose chains.

Three main types of Practical 
'crit"tiu 

can be used to classify interest

in the plant fibres.

1. An induskial one related to Production of cellulosic materials,

mainly papers, by pulping Processes.
2. An agricuitural one corresponding to diSestibility of plani cell walls

and fibres by animals and by humans.
3. A biological one related to the mechanical properties of the plant

ortans, stems and leaves for example.

Severat morphological, anatomical, physical and chemical Parameters,
summarized in Table 13.1, have been delined to describe plant fibres

and to predict their technical properties mainly on an ernpirical basis.

As has-been clearly emphasized by Van Soest (1964), in the case of

digestibility of plant cell walls, the danger facing such empirical studies

is 
-lhe 

promotion of inadequate methods and theories by persons who

are ovàranxious to produce practical, low'cost and routine tebts with-

out a critical evaluation of their limitations. In this respect, chemistry

is faced with the very difficult challenge of contributing to the ex-

planation of these properties of 6bres and materials at a molecular

Ievel.
In the case of cell wall-linked phenblics such as phenolic acids

and lignins, the main difliculty is to account for the high reactivity

of phànolic compounds which allows, as previously reviewed by

Monties (1989a), formation and rearrangement of Polymeric networks

by molecular association with other cell wall comPonents, such as

polysaccharides and Proteins.- 
Iilustrating this chemical challenge, some well-recognized con-

sequences of the variability in the cell wall-linked phenolic compounds
will be discussed in relation to these three main tyPes of practical

interest.

13.2,1 Cell wall-linked phenolics and pulping processes

With respect to the production of paper-making fibres by the chemical

alkaline,'or 'kraft', pulping process, Chang and Sarkanen (1973) have
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LJZ Production of cellulosic fbres
Table 13.1 Current technical parameters defined for plant fibre charactelizatic

Rough content

Anatomy

Physico-mechanical

total yield (weighr percent)
NDF (neutral detergent f ibres).
ADF (Acid detergent f ibres)"

tissue area (surface percent)
fibre length, diametàr
stiffness, curling

tensile modulus (tissue fraction, f ibrt
tracture strength, brittleness
surface activity (tension, adhesion)
water retention value
porosity

supramolecular order (architecture)
macromolecular structure
molecular composition
cellulose (C), hemicellulose (H)
lignin (L), relrted polymers iRpy
cell wall-l inked phenolic acids

'According 
to the Van Soest procedurp {Van,So€sL 1964), NDF and ADF provide a rougl

iiï[il.: ié i,,J î;cromorec,,rar conten( = ré ;-É'i'i'i'hpiiiap:ffio."luroii.

Chemicat

compared the kinetics of delignification of two gymnosperm .soft-

i.oî'' (l'ysl. heterophyua- ^ni aaæ . o.^oiitrt ;"â' ;;T;o.p"rln'hardwoods' (Acer matophyttum and Arbutus.rrrÀ"1. 
'iiJ"ti""f 

rut.,were. observed _for botir species of ,ortwooJ; 
-iLi" ''U"i"îo,r. 

*",anticipated on the basis of the simi.lar nature oi gyr""o.p;; fig"inr.on the orher hand, Acer *a. autignifieà;à.e ii,fii'*,i"ir'il" *,n"t:{l*99d species and Arbutus fiie times fasier.-iviiàn li"r" ,",", ordelignific-ation were plotted againsr rhe ,"tlo oiit " ,y.t"gyîi. gr.,",".y,monomeric units, which is iridicative .f th" ;"i;Jï";cKp"osition orlignin (Fig. 13.1), a srraitht Ii"" *"r'ouàin"l.-i'i"rï'r'"5iro r,"u.demonsrrated a srrong càrrelation _uur*""n-'iilr, iài,g'.ifii;o. rr,"anlf nlpn syr.ingyl content in lignn rrachons.
ru-rthennore, at the molecular level, these authors have suggested

lT-, .,h,:, hirher .exhactability of the ;y".âr:i.ïji"î'ràro*,,
due to the fact that syrinqvl nuo.,a ea uy aùari*;biÉ ilf :;:lË:ffi ï:"i::*ji ]:::ff "ilï::?
involving the carbon-S of thË syringyl aromaric .y.b; ,h"*;î. ..*"-sponding guaiacyl monomers, i

-.11;- $s;iliiJ^Ëilï:i,'i"i#:1 Ï;:ff:Jilr;lia?iion, ttreseresults demonstrare rhe large variability ,if .""Jrity "_rî| the cett
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R I : H  R , : H  ;  H

R r :  H  R r .  O C H ,  :  G

R , :  O H  R , :  O C H ,  :  H  G

R r :  O C H ,  R r : O C H ,  :  S

Figure 13.1 Substitution pattems of monomeric units found in lignins.
H, phenyl; G, guaiacyl; HG, $hydroxy guaiacyl; 5, syringyl structures.

wall-linked phenolics in relation to the Production of cellulosic fibres.
Conlirming the ùnportance of this variability, the characteristic high

alkali extractability of monocoÇledons, such as grasses and straw, is
noteworthy.

The high extractability of grass lignins has been recognized and
used since about 1910, for example the so{alled Beckman Process, to
improve the digestibility of Gramineae forages by cattle after mild
alkaline beabnent. [n an attemPt to explain this Phenomenon, at the
molecular level, two mechanisms have been suggested.

First, Scalbert and Monties (1986) proposed that the occurrence of
ether linkages between phenolic acids, mainly pcoumaric and ferulic
acids, and the lignin network would allow solubilization oI lignin
fractions by deavage of corresponding ester bridges with'other cell
wall components, such as polysaccharides (external bridges) or lignin
macromolecule (intemal bridges) with formation of ionizable carborylic
groups (Monties, 1991b).

Second, l:pierre et aI. (1989) proposed that the occurrence of a
relatively larte content of guaiacyl monomeric units with free phenolic
functionality on carbon-4 of their aromatic cyde would allow an easiér
solubilization by ionization under alkaline conditions.

Even though, until now, the relative imPortance of these two mech-
anisms has not been evaluated experimentally, these data clearly
illustrate the practical interest and the specificity of the variability
of the properties of the cell wall-linked phenolics in relation to the
alkaline processing of cellulosic fibres from all tyPes of plants (angio
sperm and gymnosperm).

Furthermore, emphasizing the specific importance of the cell wall
lignilication pattems in relation to pulping processes, Paszner and
Behera (1989) have reported that, due to preferential delignification of
the cell comers, an early fibre liberation responsible for the high yield
of organosolve pulping can be obtained from any woody species by
alkali earth metal salt catalysed process. This phenomenon aPPears to
be controlled by the physical and chemical properties of lignin, par-
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134 Production of celtulosic fbres
ticularly molecular and macromolecular heterogeneity of lignin ne
works occurring in the different morphological làyers ôf the iell wall
particularly in the middle lamella.

13.2.2 Cell walllinked phenolics and fibre digestibility

Considering the ditestibility of the plant cell wall, it must be en
phasized that.the concept of 'dietary fibres, is rather confusing a
it can be applied to compounds not digested in the intestinal ira(
,:Tp"-.til.. of their morphology and composition (Southgate et al.
1989). In this respect, neutral detergent fibre; (NDF) and acià oerergen
fibres (ADF), as defined according io Van Soest O;ble 13.1), suffer th.
same_ conceptual limitation (Van Soest, 1964), even though they enabl,
correlations to be demonstrated b€tween chemical coirposition an<
in aitro or in uiuo biodegradabiJity of plant tissue.

As noted previously, molecular mechanisms underlying these cor
relations still remain largely unknown. However, in aqràment witt
the variations.in pulping rates of the plant species discuss'ed previously
very clear d.ifferences in fibre and plànt cell-wall digestibi.liÇ have beér
reported and related to chantes in lignification patiem.

This.is, for example, the case betwlen grass ind legume forages. ar
equal ligmn content in ADF, the digestibility of làgumes, such as
alfalfa, is about two tûnes greater thln for â""r"r,-".g. Bromus or
Lolian. Confirming that these differences amàng pla'nt 

-species 
hold

true whatever thetotal lignin content in a range bétween 2 and l0% of
dry. rnatter, Van Soest (1964) has suggested 

-that, 
relative to grasses,

alfalfa and other leguminous forages contained a ,smaller but consider_
ably less digestible, liFified cell wall fraction,, implying a treaterproportion of alfalfa cell wall independent of fignilicâtion and thus
more digestible.

In.addition to the -cytochemical differences between these speoes,
not discussed here, this observation can be explained by variations in
litnification patterns between grasses and leguhes.

First, a dif{erence in lignilication pattem miy be related to the occur_
rence. of cell wall esters of pcoumaric and ierulic acids, specifically
found in- grasses. In addition to the hith alkaline solubilÇ of grasi
lignins, discussed previously, it has bee-n shown that esterihcatiàn of
hemicelluloses, mainly by ferulic acid (lshii el at., 1990), could reduce
the enzymatic digestibility of grass polysacchardes and fibres in agree-
ment with the Van Soest hvDothesis.

Furthermore, differences'in monomeric composition of lignins could
contribute to explain the variations in dieestibilitv between Lasses and
legumes. 

Iecenjly, in a comparison oi the mônomeric àmposition
of lignin from legume stem (alfalfa and clover) and grasses (wheat
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Cell zuall-linkeil phenolics and cellulosic fbres 13S
culm),. relatively low- syringyl to guaiacyl ratios, about 0.6_0.g, have
oeen tound rn the letumes, indicating a relatively low content of
syringyl monomers in leguminous speciis (Monties, lglb). As in the
case ot tyrrrnosperm softwood lignin, discussed previously, it can be
suggested that legume lignin, wfuch is richer in guaiacyl 

'monomeric

115: i1^._*.1y,:.V highly condensed and thus inàuces â lower enzy-
maoc olgeshb lty ot the corresponding polysaccharide fraction cé 
wall, by reducing, for example, the porosiiy ând thus the accessibility
to enzymes of the cell wall polysaccharides-

Finally. even when correÉtions can be shown between libre
digestibility and structural variability of cell wall_linked phenotics, it
has to be emphasized that several otirer morphological anà aiatomicat
parameters, such.as grinding energy and leâf sUe-ngth and brittleness
nave also Deen.related to digestibility (Lees ef al., l9g2; Vincent, l9g2).

comprehensive and careful studies of these effects, which cannot be
discussed he:e, have been published by Vincent (1ô82), a;j rndicate
corretahons between the strength and brittleness of teaves and the
amount of sderenchyma, its distribution and its anatomicar interactlons
with vascular bundles. Some of these correlations are thus alo relevant
to the biological function of plant fibres (strengthening of plant
organs).

13.2.3 Cell wall-Iinked phenolics and plant organ strength
In the case of wood, the main morphological role of Lignins curently
accepted i: to 

rylmeatg the polysaccharide components-of the cell wall
rayers- and to hlt up the intercellular spaces making the plant cell
wa s èottl.more wa.terproof and thus mechanically-reJistant iMonties,ry:yD/. 

1t ls.very lkety that this reticulating function atso holds, not
oruy tor tlgmns, but also for related phenolic acids in the case of crops
and particularly grasses (Monties, l9g9a).

. As noted above, the strength and brittleness of plant organs have
been tentahvely related to the phenolic content in plant Ëell walls,
as tensile ând fracture propertie! of plant tissues arl thouent to be
governed both by the mechanical properties of individual bindles of
sclelgnc\l.ma fibre and by the interâcti-ons between these Iibre bundles
meotatecl by celt wall reticulating phenolics (Vincent, l9g2; Monties,
1991a).

Occurrence of brittle mutants.and ecotypes has been previously
reported for rice (Oryza satit:a) and fescue 1Ëestuca arundinaceâ) and was
cnaractenz,€ct tor lignin content and composition by Sharma et al. (19g6)
and Gaudillère and Monties 0989).

Table 13.2 summarizes these data, showing that lignin content is
signilicantly higher in brittle rice but not ii brittle 

"fescue. 
es no
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736 production of cellutosic fbres

I:bl. lj! Lignin conrents and monomeric composirion o{ normal (NO) andbrittle (BR) cultivars of rice (stems) and fescue tL"f ".J ,t"rrj.'iàason ligntn
::_1:i1,111..T:.9meric composûion in suaiaryi (vaniuin = ô1 "ià ,yansyr(synngatdehyde 

. 
= S) products recovered from nitrobenzene oxidation ofrgnrn, expressed in per cent of extracted cell wall content (ECW) of plantorgans (means standald deviation <loo/o)

10 ECW

BR

Klason lignin
Vanillin
Syringaldehyde
s/c

19.4
1.3
0.4

significant differences appear in monomeric composition of lignin
between these brittle anâ conesponding normal'plants, tt can be
:."j:lrd:.d 

that brittleness of plant'organs"is not dhe'ctly rJated to the|lgnrlrcauon.
In the case of maize stalk, a sirnilar conclusion was reached byAlbrech.t et al. (1986), who emphasized that an increase Jst,.,.turulmaterial (ÀDF, cell wa 

 

conteni or lignin) *", "rt ;;.;;ù to impartinaellf stalk strength or stalk_rot iesisiance. f. "gr""ÀËt with thespeculation of these authors that the distribution ofitruc-tJÀt materialin the stalk (e.g. concentrationin the rind) -"y "frà U" Àuoùd, a verystrong correlation (0.98) can be found iro^ tn"i, data bet*een thechanges in stalk srrength and the ratio of celtulose toffiiiànt"ns u.calculated from thesÀ data by differenc;b";;;;-iË,'"trop "na
ltgy 

(!l (see Table 13.1). Th; fact that ,ratio lf .o.,t-",iti 
'ruir,", 

tf,unconrents' was more stronelv related to mechanical properties couldthus be indicative of the iirportance of the molecular architecture otthe plant cell wall and to 
'the 

tissue and c"Uutai "r,utomy. fnesesugjqestions are in agreement with previous data recentiv àiscussed"11,.1""j1u,'"_10.{ "orc1t at. (7eL) ""d vin."r,t frôrt,Ëp",.ni.ry.lllus$ahng the relevance of these.ânatomical factors, itre va.iaUility

iL:"flt:fl :l 
ce ulosic fibres wi.ll be considered no* ", .hur,g", _nore morphology which can be induced by heating plants witÉ, forexample,_ growth factors. Changes in tignincation" p'atteÀs wil bediscussed in a later section.

13.3 VARIABILITY IN CELLULOSIC FIBRE MORPHOLOGY

l:t_1.:^,Ol:ïrtrt fibre morphology more specifically, the occurrenceot anatomical variations in organs such as stems has to be underlined.

1.4
1 . 1
0.8

14.9
1 .4
1 . 1
0 .8

20.4
1.2
0.4
0.3
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LIGNIN CONTENT, UONOI'ERIC COMPOSTTION ÀND

SCI,TRENCEUMÀ REIÀTIVE ÀREÀ N.S VÀSCÛI.ÀR BT,NDLES

IN NORHÀL ÀND BRITTI.E ECOTYPES OF FESCTIE IJÀ\TES

I  E x .  ( C . w . R )

Fes tuca arund.  LEÀVES

NORMÀI BRITTLE

L i g n i n  ( X . L .  )

N .  B .  O x  ( V .  )

s/v

S C L .  v s  V .  B .  t

2 0  . 4

1 ' )

0 . 3

65 ro 85

1 9 . 4

o . 3

1 0 5  t o  1 4 5

I o.ceond,Lng Lo T)LLIER M.T., CATESS0N A.^1., M0NIIES B.J

Qy^pe'*-' çe c!*""t"t ^ Ji l"t'*: a5"^ -- àt"'1-.r'
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as large differences have been found leading to the definition of
morphological types on the basis of differences in tissue arrangements
and lignification pattems found in the sclerenchyma, vascular bundle
sheaths, subepidermal and epidermal cell shape, size and wall thick-
ness. Particularly dramatic differences have been reported among the
MonocoÇledoneae, for example sorghum (Schertz and Rosenow, lgZZ),
Panicnm (Wilson et al., 7983), and bamboo (Wai and Murakami, 1984).
Even when the heritabiiity and the environmental origin of these
anatomical changes have not been evaluated precisely, it is important
to emphasize such factors here in relation to the technical properties of
cellulosic fibres discussed earlier. Such variations have been shown to
affect lodging resistance and stalk strength (Schertz and Rosenow,
9m, dry matter digestibility (Wilson et aI., 1983) and paper-making
properties. Strength and optical properties of papers are respectively
mainly related to fibre length and lumen diameter (Wai and Murakami,
1984).

Brittleness of leaves and physical disintegration upon chewing
during eating by animals (grinding energy and partide size distribu-
tion) have been correlated with the lignin contents of several roughages
(Lee and Pearce, 198{). According to recent data obtained by Vincent
(191) for thé leaves of Stipa gigantu, anatomical variations in leaveg
signficantly influence the brittle character of some Gramineae leaves,
particularly the interspersion of sclerenchyma bundles with lignilied
material of similar mechanical properties. This seems also to be the
case of the Festuca arundinacea brittle ecotype fiable 13.2), described
previously by A.M. Catesson, in which earlier formation of larger
sderenchyma bundles was found when compared with the normal
ecotype (Monties and Calet, 1992).

The differences in the paper-making properties of rice and wheat
straws 6bres demonstrate the technical importance of the variability in
the morphology of 6bres. Murakami's group (Jin et at., 1988, tig1)
have found very sitnificant differences in average fibre length, width,
slenderness and coarseness between fibres of rice and wheat and
these were correlated with differences in paper sheet prop€rties (pore
structure, elastic modulus, folding endurance, tensile strength and
irreversible deformations, for example). Confirming the occurrence of
large anatomical differences between Erasses, these data agree with the
well-established qualitative differences between softwood and hard-
wood fibres regarding paper-making pulp.

In this respect, evaluation of the variability of morphological pro-
perties of cellulosic fibres between tree species has seldom been
reported. The generality of this phenornenon could be indicated by
data reported by Yanchuk et al. (1984), when comparing 15 putative
Populus tremulokles clones for the pattern of variation and heritabiliw of
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138 production of cellulosic fbres
fibre length amonq clones. Significant differences ranging from abot
9:l l. 1 

,*,fi?re-length, with a mean srandard aeviitioî of 0.1mnyere r.gported. depending on rhe. clones ".d rÀ; ;;;';lrt"r,." r.o,the pith to rhe bark. Such-.variations, ,"t i.i., 
-."Àp".Ë.ï,an 

,ho.reported for wheat (0.9 t 0.1) u"a ri.e 1r.r iô til;irr�* aL. (1990..would very likery affect th" É.h"ic;i-;;p""il 
"J 

itJï:.espondincellulosic fibrous material. In.the case àf irpen lVun.fruË)r at., tgU..however, heritabiliry anatvsis.indicared ""ly: ; ù.;;Ë;i*n. .onno,confirming the impârtanie of silvicuttr.rrat 
,oi 

.."ppi.à Ëijli*, ," ,r.rcase of trees or agriculhrral fibre production. 
---rr"rô rrslr

_ ̂ il"i:T?I", corresponding clanges in lignification parrem wer,not reported in these studies

ilf ïf i:*:.J",ff ':i::"ili1"i::",ll,i:l"ii::n:i,H,î"",:J"î
13.4 NAruRAL AND INDUCED VARIATIONS INLIGNIFICATION AND FIBRES

Hrjlr 
iefer:nc.e to the ,natural, phenorypic and genorypic vanarions irnore- morphology already noteà, it ir' i,"p;.i;.ï- ;; I"f ult'tir t .,,n,iuoruerences can be induced bv treating pfà"ts *itf, gràJtf, substance:and plant hormones.

In 1961, the effect of keatmrGir*;;;ji",aJ"'";;;"(;i:.1T;#il ji:JJ"iiJîiH?îï
satroa)l with sprays of etuuelgfic .dd ;;;7";;;,,lii5 oy s,""(1963) Highly signficanilroea-ses in 'ength, 20-1n% for the whoksrem and as much as 4007" for single ïiernoaî'Élà .à r, *"r,observed. In rrees, the occùnence of ùri" "ff""l;; ï[î ,i.r,"a u1Dg-by and Wareing (1966), who also demonstrated that the lormona-
;tl:1"" Fry:"" rrowth substances, such ;;;; Ë;"ceuc acd,rAA) and gibberellic acid (GA(ph,r.- "...d tË ;;:"-Ë:| Ë:ii.i ;ï:f:. il. i:î:":lïïl:overa.ll yield of fibres from industrial pi""t, l"a-..oprïv ïJofi.",io. orgrowth substances has been Datented (nto;; irrïii"rLiIï'"rr".o ""fibre length and paper-ma.king qualities were however ieported in thecase of kenaf under GA apolËaiio^n (Abb"ti;; ;i;-ie;s;. 

niài"u"r, 
,.

31.i,,1.1:1g*, changes in lignificarion were not ,"po.t"d i., th"r.sruores, even when earlier studies had i"ai.oJ-ù",îairles in tig.runcanon pattem (lignin "o",:lr- 
1r,,9 .o_poriuor,j'*"Ëinuàr.ua Uynormonat treatment of plant tissue cultures (Venverloo, 1969; Hoffmann"-, !j. :.!??) :., "y ."c"nity, th" n.,t il;;;;;à..'àii,iin,""nii*.".,t

ano quatitative (monomeric cornposition) changes ii lijniii.ilon pu,,"rn
:{ yb- 11j.rtrrgem fractions ^a*"a iy "fiii."ï.i'.i*iJi,n ""_mxtures (IAA, GA and ethrel, ,n "tf,yf"..." 

'p."â..""j'ii"" 
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Variations in lîgnifcation and fbres 139

Il?l: 11:: 
Changes in .lignification. pattem from kenaf rreated with growthractor mrxtures: auxin (IAA) and giblberellic. acia fCAl o"". àî aiy.. 1,rg",ncontent, alkaline extractability andïonomedc composition in syrinf,l 15) and

f; :[i::?#:ïîî"ffi i:îi,i',',T;;d"ûiff i:h''o'i#'?Ia;v*-
Trcatmeît

tAA + GA3
Klason lignin

(%cw)
Extractability

(relative units)
s/c

s + c .

Phloem
Xylern
Phloem
Xylem
Phloem
Xylem
Phloem
Xylem

6.8
14.0
69
50
8.10
1.33.

1766

8.4
19.2
56
34
4.U
7.52

1163

16.9
14.9
/ 6

J . I I

I . Jë

415
7776

'S, G = yield in I mol/g of klason Iignin.

reported in the case oI Coleus blumei (Noni et al., lE,)) and kenaf(Iollier er aI., 19971. Table 13.3 ,u^_"LË tr,".;;Ji;j -.,û.rnir,sthat lirnifi carion pattem can b" ;.;;;;à;' À'""!li'-iy'o".,."n,with growth factors.
Finally, in agreement with 

- these data and the resuls disossedpreviousln it can be concluded, that.thu pt unotypil ,àiitirry rr, oo."morphology, which can be indrrced by growtÉ 
.substances 

and verylikely by environmenral facrors, i:. p.rî"ury ."."iri*à"ïi,r, r".g"variations in tignification pattern. Thâ p*"tâ-rig#.îcl ot theseclata and correlations has never been evàluated to o"u, ùo'Jeage andcould be. importanr from both.th" ,gri;l;;;"i-p".1à,io"I'".0 ,r,"industrial processing points of vrew.
In this discussion reearding 

.natural - versus induced variability inlignificarion, genetic vaiabiliti in tig"ifi"ud;; p;;;;;îuijiro ,o u"considered.
Occurrence of an additional S_hydroxy guaiacyl monomeric unit (Fig.

lr: I ^i:.:l-."d in th e li$in r,",. "'ul,_"_iiàiî'ôîîï","", .,marze was reported for the first rime by .Lapierre ,i ,l.,if ôssl. ft,"occunence of such an unusual unit, *É.f, i.. not rounà iï,n" .or-responding normal maize cultivar, suggests that the methylaHon step
lt-I"t^"l[::g ,o sinapic acid, catalyJà by " .",".h.Ëîiiîyr trans_rerase, occurs to only a limited exteni in this mutant. O"" i" ii" frt r"probabitity of geneiic manipularion "f ;;t;; i;;;JI'i., rig.,i.monomers.,biosynthesis, occurrence of such a mutant is indicahve ofother possibte changes in tignification put,"'n or ."iiuià;i.;;;;r.
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1410 production of cellulosic fbres
Due, however, to the well-known- topochemical selectivity of lignifi_cation of cell wall layers, of cells and. eJen of tirr"", " aîàïld analysisand conrrot of the expression 

.of- the g".", ;;;;;-iîiignir, uio-synthesis remain to be obrain€d. I" " ;.;;; ,"po.,'tù*i.r, ,rgrul,albeit on a- very limited number of wood samples, an absence ofconelarion berween fibre morRfglogy u"d [g;i";;;;,iirtl "o^poritign wa1 reported in the case of for.rî angiosierms, ,ù.ïi, inai.uti.,.of the absence (or of a weak biosyntheùc cônelation) between xylem
lli: l"Tn"""r and correspond-i.g ris.i. À.";;J;ïioàpo,,non.buch an absence of ,coupling, wouta àttoiv tignin manif t,latlon wittroutside effects on libre morphjogy. possible,iâ" "r".,ri. îtr"'rrli"lîîand properties remain, however, possible.
, Furthermore, as recently shown by Donaldson (1991), seasonalchanges in lignin distribution ar.i"g hulcheià'a;""ËpÀ""ri*, ^ ,t "case of wood formation in pine-uès. providing tf,'" Àrri i."rir"l"r.yevidence that trees with low "riddl" I".;l; î;i'.in."",.,oï'no,., ,no*a slower lignfication of rhe. secondary _"fi f-"r;'-;;;;;;n", ",quantitative differences in lienin_content!, this chapter throws light onboth the complexity of the irrysioro6cif ;il#;;,r,"iË"n."no.

pattern of wood fibres and the poiential iit"r""i of iràî6crng n*,specifically deficient in lignin in some cell ,""U tuy"l- ur,â U,,ur, u,discussed in section 13.2.i more "urily urr,"nudl! ;Ë6;.

13.s SLTMMARY AND CONçLUSToNS
Both struchue and reactivity of cell wall-linked phenolics, such aslignin,. and related phenolic'".id, i" À;;;.i fi"'ffi"n"r" u"""
:t*d !:.9.{fid:".y ôf isolation or c"urroricïùru-s Ë.ï iilri'^","n"r,to digestibitity by animals and g -.".f"1.1 p."p"ÀË Jf piin, o.g"n,such as stems and leaves. These technià Ë.ôeî;-.; î#ver, arsodepend strongly on fibre morphorogy and on tissue architecture in theplant organs. Natural and i.,a*à'É ""i"tiàr.- rn u.ii'i*rn*u."pattem (lignin content and composition) *a ÀUr" .lrpË"fogy L"r"been reported and may have a great technicar significànce for bothproducion and transformati." oipr"it ̂ "iJi"i. driil.il"o"ry "r
:l:J:.T,yIl: and phenotypic .r,u,,s", ."poi"l i,.;]";t ."ii *",r ng_nl'cahon pattem, it is suggested that pioduction and utlizaUon ofcettulosic fibres can be imlroved by ;;;;i";;;'èri'i"u_u"r"a
lfî-.I:r Comparing the reient advances in pïo."rrtig "ïd ;;du*ionot plant material, one can reasonably expeci that theïost innovanve

:fiiiiï:,:#] 
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3 lt4t DIOXANE LIGNIN PREPAR TIONS

the biodegradability ofinduArial lignins (prcpared from [t.rÇJtignin-labeled
lignooelluloses),{ comparisons ofthe biodegradabilities ofdifferent species
of wood lignins,3 and biodegradation of lignin within the guts of inverte-

!-*'
{ D. L Crawfon4 S. Ro}d, A. L Pooctro III, aod R. L Ccawfond, Caa J. Mi!rûid.23.434' (1971],.
d J. [L À Budcr aqd J. c. Bùck€r6ct4.tolAiol- Biæhem- tf,502 (t979).

[4J Preparation of Dioxane Lignin Fractions
by Acidolysis

:::

. t i

By Benxeno Movnrs

General Principles

A convenient method for the prcparation of lignin Êactions from

ll i rcruoos nr nrznorocy, vor- rcr
; l
| ] ,a  i .

,i1

Cô9rrih O |,'t ùr rârlol kr.. r!ê
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lignin network during its solvolysis and increase to a signifrcaot extent with
increasing temperature aod acidity. Another disadvantage may b€ the
addition of chlorine to dioxane lignin fractionr reported approximately
t.5-2%.

Two procedures for preparation of dioxane lignins are reported with
their quantitative ard q,,âlitative comparisons.

Metlrod

Pinciple

Two procedures for isolation have been adapted: the 6rst one i! carried
out at ambient temperature according to Freudcnberg,3 and the second is
performed at reflux æmperature, approximating the. proccdure of Pepper
a a/.'Acidolysis conditions are, however, similar to those cbosen by
I-apierrc et a/.s for characterization of ligdns by analysis of acidolysis
prcducts.

Reagent and Materials

I,4-Dioxane. This is a commercial product (RP Normapur g1ade,
PROIABO) stabilized ogrinst peroxidation by addition ofabout 0.03% of
di+ez-butyl-2,6p.cresol aDd used without further puriÂcation.6

Hydræhloric Acîd. This is a commercial product (PROIâBO M Nor-
madose) titrated to 2 JV in waær.

Biomass (Ilood or Staw) Samples. Samples of airdried xylem (wood
' without bark) or-culm (srcms from straw without leavé) w€r€ ground with
a rotating knife 'nill until the entire sample nas able to pass thro.'eh a
0.5-mm'screea The powder was extracted exhaustivety with toluene-
ethanol (2: l,'v:v), then with ethanol, and ûnally with water until the
extracts werc colorlesg The solvent-free samplq parietal residue (PR), was
then freezedried

laboratory for isolatiou of dioxane
uses 0.2 /V HCI in dioxang freshly

t C kpiccrrc, C Rolaado, Ànd, B. I0,{ontic5, Holzfotschgzg 37, 189 (1983)-
. Cooparative acidolysis crpcriûclte havc bccû doac with RP gndc @ROI"{BO) dioxarc

aad with dioraqc puriÂcd racordirg to À t. VoeÊI, ta 'Practicjrt OrBaqic Chcoistry,- 3rd
&1. p. l77.Irn8mass,l.oûdoo, 1964. Uodqthcsccooditiors, no qualitativrchaq6 wrtr
otccrveâ aoorg nonoocric acidolFis ploduds. whco rr.ilg puri6od dioranc' the totâl
yicld illcidolysb morcmcrs na-1 hovæncr, incæarcd by about 1096. Ligli! p.€paratioos
s/rrr pcrforltcd with commcrcial dioxaoc ooly.

Procedure

. ,The procedure followed in this
lignin prcparation on a gram scale
prepared before use.
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t4t DIOXANE LICNTN PREPARATTONS JJ

A&lfsis procedurefor Rflux Dioxane Li9nin (RDL). Twenty gra.ms
ofPRË stirred with 250 ml of reagent in a l-liær, two_nôtea nast nttea
wàh e rellux condenser and a nitrogen bubbler. After çrermeatioo, an
-4{ti14 250m1 of reagenr is added and a stor,,, streani of nitrogen is
bûblrtrthrough the suspension for l0 min before heating Riflux is main-
tainod for 30 min under nitrogen without bubbling The rcaclion mixlure
isallod to cool under nitrogen and is, then rapidl! fltered through a large
t*m -diaTeler, si1æred glass- funnel (coarsc number 3 por*ity). ft"
rcsii.d pulp is washed twice with 100 ml of reagent.

Thc ûltrate is neutralized with an excess of sodium bicartonate;? the .
er!êss É remo!æd by filtration. The dioxane_water filtrate is concentratednndcrroduced pressure at 40. uotil precipitation commences Because the
Crput nass of lignin.tcnds to pr€cipitate, just enough dioxaae_water
ninuc(9:1, v:v) is added to obtain a cleai solution.-The final volume
obtaincd ranges between 20 aûd 25 ml.
_ Acîtlolysis Procedurelor Ambient Temperatwe Dioxane Lignin (ADL).
A 5CC Tryl9 of PR is suspended in I liter of rcagent in a i_tite; gh;
11ryg 

llas( under n]rrogen wirh -mitd magnetiJstirring. Acidotiis is
anoc/cd to proceed for 20 days at 20.,3 or at room temperature in tne aa*.
tsoraûo atrd concentration ofacidolysis lignin are pcrformed as for RDL.
,;, _ludrcaion of Diaeane Lignins. bof utiios of aio*aie-fiËio, nol. o,
P=t -* 

pr€cipirated by -injection, through an hypodermil syringe as a. Dne strtam, into 2 liters of $rater very vigorously stirred with a magnetic
stirrrr (1000 rpm) in-a large beaker (diamiter, t5 cm). Wnen rte sotution
Is hJecied in the dircction of.flow along'the beaker wall, a very fine haze(prccipûaæ) is obtained which sediments quickly, leavinj:r ctà sotution"
Procipilæed dioxane lienin is recolered 6v ""iririn gutloo ii-u., zsæg
ambied tcmperatue). pellets are.dissolvea iu aioxanJlSQ mI) and tign;" 

-;l

gq11 nrecinitatea*.by injecrion into diethyl etner tz iæô. ircciiitatea
l!_t{.: f"":T9_ after decantation of the clear mother sotutiôn, by
cenû igation iu,closed tubes at low temperature between _ l0 and _ 15..!
:,, :The rcsulting lignin prcpdations are û-eeze-dried aoa .to."a-io fn" a"rtj at a ÈmpeErzrtur€ ofabout - l8.j-, î.,;. !,..". . ..,;. |. . ,: , .

- .  '  
!  : : . '  |  :  . . t t  : : ;  - " i + : ; :  ' ,  . . . : t : . \ ; . . .
Discussion ;..-. .. .:.
'n 

1Ae prcparation proædure for dioxane tisnin by acidolçis under rellux
allona for the isolation of RDL from g;mooipe.- <,eaies'æ) wooa, from
t Atorr 20 g of NaH@-! (Rp, NorE pur, pRolâro) is luficicût for ûcurrarizstio' wùiçh
. l_,ù:--:t-tl3.by 

pY.Tl*f-Ar 
{* giturioû ;f ûc ftrarc witl *atcr 1r :t, v: vy.- .a ntpid coagulatioo of tign;n llo€s.il obLitod Egufady odty if thc volumc of iol.oacd

. diorarc is riFi6caotty lowcr rhar 596 of rhc -tu-i of fupitaos ,"Ë. 
-'

- l.or stcty llasoûs, putiûcation iÀ dicthyl cthcr tray bc rE laccd by thorough uashilg wirhrraûcr atld r€pqrtcd ærlrifu€ations.LES  POLYMERES  VEGETAUX  Vol. 2 - part 1
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angiosperm (Populus sp.) wood and from $amiaae (Triticam sp') straw;
ttte toiut yields arc about 15, 30, and 65% Ktason lignin, rcsp€ctively'
These data are iû complete agrcement with the resutts of Pepper and
Wood.lo

Yields for ADL isolated from the same sample as RDL were found to l

be signifrcantly lower: the ADL yield was about 15% of Klason- lignin for
popùr and only 3% in the case of ûr. The same differences have been

Lpott a fot "nàttter angiosperm, Betula sp- and gfrnosperm, Picea sp',
by Desmet.r I

Qualitative differcnces prcviously reported by UVI2 and IRr3 spectros-
-pi b"tut "n RDL lignins of these three typs of ptants were also ob-
served.

Comparison of poplar ADL aod RDL has been done in this laboratory'
IR spectra analysis failed to show very clear diferenccs- betwee-n- ^1800 and

l00ri cm-r, particularly for the monomeric composition at 1330, 1270,
iizo, "oa iôro c--r ànd total caôonvl groups at t7l0 and-1660 cm-t'
However, signifrcant diferences were recorded between UV spectra of
ADL and RD! when lignins were reduced with NaBIIa. The occurrence
of nonreducible carbonyls in RDL was sugg€sted by the presence of a
shoulder between 320 and 4@ nn, this shoulder being absent for ADL

These latter data arc indicative ofthe occurrence ofdiscrete differences,
at least in the case of poplar, between the two types of preparations; they
confirm the "heterogeneity represented in the group bf dioxane acidolysis
lignins." tr

Recent datâ from gel permeaton over pBondagel E 125 and E 500
columns, using pure tetrahydrofuran as' solveût, have given very clqrr
evidenceofthe same ty-De ofheterogeûeity inside these corresponding RDL
and ADL poplar lignio preparations. The use ofa high*peed diode array
ultraviolet detector, according to Nicholsot el 4r., r' allows oDe to ass€ss the
variations in rhe UV spectra (220-400 na) gf thr elutod dioxane lignin :

fractions in rclation to their elution voluide. Very signifrcaut differcnces '
were noted between the shape of rhe ultraviolet spectra of'the liractions i
eluted before and after the maximum of the elution curvg even when a
standard unimodal distribution was obtained by size-cxclusion chromâtôg-
raphy of RDL and ADL prcparations. Fraaicios eluting after the maxi-
mum strowed signiûcantly different absorbancy shoulders between 300 and

to J. !"L Pcppct and P. D.s.wcr/.. CqtL J. Chet r. 40' f 026 (1962)'
t, I p66çi Ph.D. tcsis. Urdvcrsité Scicrii6quc et Médicalq Gteûoblc, Fraûcc' l97l'
It D. F. A.scncau aûd J . M.?cr{xjr, Pulp PaP. Maç. caa.64,Tal5 (965r'
tt H.L H.tgs\ L OrC. Chcn- 25,4O5 (1960�'t.
t' fi v. s"À-.t, ,t-'Licni$: occuncocc, Formatioû' srruclut!' aod Rcacliots" (K v'

Sarkanco aod C H. Ludwig cds)' p. 187. Wilcy (Intcrscicncc), Ncw Yotlq l97l'
tt i. C Nictrotsou, r. l. Mcistcr, p. R. patit, aud LF-Ficd'A&4L Chen' *'2447 (t984r'
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360 nm; srh changes were not found for fractions eluted before the peak
marimum (8. Monties, unpublished results). These results emphasize the
neccssity ro consider carefully the isolation procedure of dioxane lignin
fractions in relation to qualitative differences in their molecular and mac-
romoleculz properties.

[5] Acid-Precipitable Polymeric Lignin:
Production and Analysis

.B/ DoN L. CRAwFoRD and ANTHoNv L. PoMETTo III

The initial product oflignin degradation by Streptomyces viridosporus
is a watcr-soluble polymeric intermediate, acid-prccipitable polymeric lig-
nin (APPL).! Streptomyces viridosporusTT A (ATCC No. 391 l5) degrades
Iignin by an oxidative depolymerization mechanism involving the cleavage
of intermonomeric p-ether linkages and the introduction of phenolic hy-
droxyl, a-carbonyl, and carboxylic acid goups into the lignin polymer.2.3
APPIs also contain some nonlignin components including organic nitro-
gen (2-3%), carbohydrate (2-3%), and ash (4-5%).

The net result of enzymatic attack on lignin by S- viridosporw, when
the culture is growiag in solid-state fermentations on lignocelluloses. such
as those derived from grasses, is the generation ofwater-soluble polyrneric
lignin fragments (APPLs) of hieh molecular weight è 80,000) which can
a@umulate to levels approaching 30% ormore ofthe initial lignin present
in the lignocellulosic substrate.rÉ It appears that S. viridosporus produces
APPL primarily as a mechanism for gaining access to polysaccharides in
the lignocellulose.'s These polysaccharides are degraded with active poly-
saccharidases.6 While the APPIs are further metabolized after their release,
they are degnded vÊry slowly by the Streptomyces that produc€ them.5

' D. L, Cra*ford A. L Pomctto III, aûd R. L. Crawford, tppl. Environ. Microbiol. 45,898
(1983).

t D- L Cra${ond, M. J. Balder, A. L Pometto III, and R. L Crawford, Àrch- Microbiol. t3t,
140 (1982).

I D. L Crawfor4 A L Pomctto UI, and L. A. DcobâId, "Rcccût Advanocs io Lignio
Biodcgradatio.r Rescarch" (T. Higuchi, H.-M. Chan& aod T. IC Kirlç cds.), pp.78-95.
unt, I  oxyo, lyùJ.

a J. R. Borgmcycr and D.L. Cû\\,ford,, Àppl. Environ. Mictobiol.49, 273 (19S5).
' A. L Pomctto III and D. L Cûwfiord. Appt. Envi@n. Microbiol. St, l? I (1986).
6 D. L. Crawford, T. M. Pettey, B. M. Thede, and L. A. Dcobal4 Biorecl nol. Bioeng. Symp.

r4, 214 (1984).
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‘Recueil documentaire:  ReDoc’, 
as electronic base of knowledge and data. 

 

a ‘ReDoc’ review on the 
macromolecular structure, formation  

and properties of lignins, 
 
 

Exemplary of current electronic edition facilities,  
this ‘.pdf file’ combines recent selected related reviews, 

(copies from scientific publications  from Cellullose Chemistry and Technology, 
Advances in phytochemistry, European society of wood mechanics), 

 
 It allows a ‘non linear lecture’ on such a ‘network’, based 
on combined automatic research of citations, key-words. 

 
Responding to the use and organization of ‘ReDoc files’, 

these papers are associated to the lists of about 7.000 
standard references selected in an indexed collection of an 

‘INRA-Grignon- documentary fund focussed on: 
‘Lignins and lignification of plant cell walls and derived products’ 

 
Assembling only a limited number papers, ‘microReDoc’, 
this file however allows automated researches extended on 
the whole classified fund of reference-lists ‘macroReDoc’.  
(classified hierarchically according to 4 domains, 60 themes, 260 sub 

themes, these lists also include selected tables of content of books). 
 

Cascades of hyperlinks have been drawn to make clearer 
the inbreeding the micro- and macro- files, start by clic a 

here. 

LES  POLYMERES  VEGETAUX  Vol. 2 - part 1

481/529

bernard monties
Droite

bernard monties
Zone de texte
- a ReDoc review-5 Draft.pdf



 
 
 

Recueil documentaire : ‘ReDoc’ : 
a Compendium from the INRA-Grignon documentary fund : 

‘Lignins and lignification of plant cell walls and derived products’ 
 

‘  Macromolecular lignins, 
a ‘ReDoc’ review ’ : 

 
an ‘hypertext’ combination of selected reviews , 

from 
‘Cellullose Chemistry and Technology, 

Advances in phytochemistry, 
European society of wood mechanics’ 

as 
illustration of the use and organization of ‘ReDoc files  

based on 
an indexed set of ReDoc-Pil.- and Sat.-files: 

‘Lists of ReDoc domains, themes, sub themes, 
lists of the related bibliographic references’ 

with hyperlinks between the C.B.O.P-Macro-ReDoc files. 

Fichier Satellite:O 
    :# 200 Mo Fichier Satellite: B 

    :# 200 Mo 
Fichier Pilote  
    :# 5 Mo Fichier Satellite: C 

    :# 200 Mo 

Fichier Satellite: P 

This file of recent reviews, in mainly English, focusses on, 
             ‘ Lignin macromolecular biochemistry’, 
   with the aim to also introduce to: 
# the principles of ReDoc organization,  
# use of hyperlinks shown by  ‘arrows’ and active bookmarks 
from table of content’ directly to topics with short cyclic surveys 
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Survey of a copy of the Table of content (*): 
 

from this page, a ‘clic’ on the ‘active red’ harrow,          , lead to each chapter. 
 

 
                                                          (*) : the corresponding  ‘on screen-electronic-active- table’ 
                                                                      can be open by a clic on the left vertical ‘bookmark’ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
NB : any part of this file, image and/or text, can be copied, modified and re-assembled as new 
and original file as ‘.pdf- formatted’ file according to the  suggested   procedure of ‘Revision’  
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Presentation of question 1: ‘ what factors determine the spatial ‘3D’ organization of lignins ? ’

This first question deals with the spatial arrangement of lignin in the ligno-cellulosic plant cell walls 
and related industrial products looking peculiarly at their macro- and supra-molecular levels which 
remain now seldom studied with regard to monomer- and concatenation- levels. Contributing at least as 
much as these two last one to the macroscopic properties of  these lignocellulosic products, the macro-
and supra-(molecular)organisation are tentatively viewed here from a point of view of ‘pure polymers’ 
science, neglecting some ‘fine’ monomer- or linkage-structural and -functional effects. 

Depicted in next slides, also discussed in Cell. Chem. Technol.2005, 39, 341-367, a spatial-temporal 
organization model by activation- inhibition effects could suffice to account the formation of lignin 
network of clusters observed during in situ lignification and in vitro synthesis of lignin polymers (DHP). 
Including, autocatalytic initiation of lignin polymerisation by peroxidases, physical solvatation by water 
with chemical intermolecular (re)- arrangement observed, or supposed to occur, during chemical pulping 
and/or mechanical deformations of wood for examples. Accounting cooperative interactions between cell 
wall components including water, this model is based on the theory of the self-organization of dissipative 
structures postulated by Prigogine according to him ‘principe de modération’ in open chemical systems 
far from equilibrium (1945, Bul.Acad.Roy.Belg.31, 600-608) later applied to “Exploring complexity” of 
chemical systems (see référence p: 356 in 2005’s paper cited) but also human society-systems, according 
to the title of him 1989 book, with Nicolis, chap. 3 and 6 for examples, cited here also in ‘question 2’.  

Based on published experimental data of in vitro simulation of peroxydasic polymerisation of DHP,  
this structural model of ‘in vitro versus in situ (bio)synthetic organisation’ is recalled in terms of ‘lignin 
morphogenesis’ complexity, with regards  first to both its ‘chemical organisation’ (some morphological 
data, and interpretations on hypothetical simulations) presented then to experimental evidences based on 
isolated fractions, enlightening the macromolecular complexity of native and industrial lignin fractions 
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:1: hypothesis from  theoretical simulations of organisation 

-- CHEMICAL ORGANISATION CHEMICAL ORGANISATION --
morphological  interpretations

:22: experimental evidences based on isolated fractions :
- MACROMOLECULAR VARIABILITYMACROMOLECULAR VARIABILITY -

macromolecular hypothesis and data
3:   in vitro simulation of peroxydasic polymerisation :

-- LIGNIN   MORPHOGENESIS LIGNIN   MORPHOGENESIS --
structural model of in situ biosynthesis

question:

‘ ‘ What factors determine the ‘3D organization’ of lignins ? ’What factors determine the ‘3D organization’ of lignins ? ’
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:1: hypothesis from  theoretical simulations of organisation 

-- CHEMICAL ORGANISATION CHEMICAL ORGANISATION --
morphological  interpretations

:22: experimental evidences based on isolated fractions :
- MACROMOLECULAR VARIABILITYMACROMOLECULAR VARIABILITY -

macromolecular hypothesis and data
3:   in vitro simulation of peroxydasic polymerisation :

-- LIGNIN   MORPHOGENESIS LIGNIN   MORPHOGENESIS --
structural model of in situ biosynthesis

question:

‘ ‘ What factors determine the ‘3D organization’ of lignins ? ’What factors determine the ‘3D organization’ of lignins ? ’
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     Independent extended                  Critical interchain          Percolating continuous 
          ( finite )  clusters                               binding                      (infinite)  network 
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CHEMICAL  ORGANISATION: CHEMICAL  ORGANISATION: morphological  interpretations:

. local  interchain crosslinking into « finite » lignin-polysaccharide clusters

*

*
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               Independent extended                         
                     ( finite )  clusters     
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CHEMICAL ORGANISATION: CHEMICAL ORGANISATION: morphological  interpretations

interchain crosslinking and ‘ waterwater desoptiondesoption’ in  lignin-polysaccharide clusters
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CHEMICAL ORGANISATION: CHEMICAL ORGANISATION: morphological  interpretations
in vitro model simulation of  self-organisation in polypeptide hydrogel structures

Chain deformations and transition states of ‘fibrous’ peptides, (elastin: Urry et al. 1988),       

.simulated by molecular dynamics including water mobility (Bin et al. 2001, Miao etal. 
2003) suggest ‘water organisation’ as ‘entropic motor’  of ‘hydrophobic agregates’.

Hydrophobic hydratation is an important source of elasticity in elastin based biopolymers ,  
Li B. et  al. J. Am. Chem. Soc. 123 ,11991.
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CHEMICAL ORGANISATION: CHEMICAL ORGANISATION: morphological  interpretations
POLYCHROMATIC DYES  AND  CHROMOPHORIC  REAGENTS:

‘safranin – anilin blue’   contrast between cellulose and lignin
cambium % lignified cells compression crease

(Kutscha, 1972)                                            ( Bamber,2001)  

PhloroglucinolPhloroglucinol HCLHCL
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:1: hypothesis from  theoretical simulations of organisation 

-- CHEMICAL ORGANISATION CHEMICAL ORGANISATION --
morphological  interpretations

:22: experimental evidences based on isolated fractions :
- MACROMOLECULAR VARIABILITYMACROMOLECULAR VARIABILITY -

macromolecular hypothesis and data
3:   in vitro simulation of peroxydasic polymerisation :

-- LIGNIN   MORPHOGENESIS LIGNIN   MORPHOGENESIS --
structural model of in situ biosynthesis

question:

‘ ‘ What factors determine the ‘3D organization’ of lignins ? ’What factors determine the ‘3D organization’ of lignins ? ’
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MACROMOLECULAR VARIABILITMACROMOLECULAR VARIABILITYY: data and models

kinetic of delignification: changes in ‘lignin cluster’ dimensions

log  (relative extent of reaction)

log ( gel fraction) log ( W.av. molecular weight)

‘non terminal grafted chains’                   ‘cross-linked chains’

(according to Leclerc and Olson, 19921992 )
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MACROMOLECULAR VARIABILITMACROMOLECULAR VARIABILITYY: data and models

‘fractal’ dimension of lignin networks  :  ‘experimental data’

Lignin fractal dimension:Df

1.66: ‘ end-wise DHP ’

2.44Pine    :  dioxane

3.33Kraft    :  acetylated

2.62:  ‘ bulk DHP ’

2.56 Pine    :  kraft

2.70 Spruce:  milled wood
DfLignin type (in solution)

(according to J. Gravitis,  19921992)

‘celluloses fibril’

‘ lignins  cluster’ 
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MACROMOLECULAR VARIABILITMACROMOLECULAR VARIABILITYY: data and models

hypothetical views on  lignin ‘macromolecular organisation’

« birch lignin does not posses a ‘mixed syringyl-guaiacyl lignin structure’,    

but consists

either of ... a mixture of two lignins: type I and II :

type I : G-G-G-G-G-G-G-G-G- ;  type II : G-S-G-G-S-G-S-G-G-S-G

or of .... a  molecule , typeIII,  containing both types I and II:

type III : G-G-G-G-G-G-G-G-G- -G-S-G-G-S-G-S-G-G-S-G

combined in a such way that it is already cleaved at dotted line (   ).’

(according to F. Brauns, 19521952)
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‘bulk fraction’

‘end-wise fraction’ 

MACROMOLECULAR VARIABILITMACROMOLECULAR VARIABILITYY: data and models:  .

‘hypothetical views on  lignin ‘macromolecular organisation’

(according to K. Sarkanen, 19711971)

A  ‘LIGNIN  CLUSTERLIGNIN  CLUSTER’
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BIOLOGICAL  VARIABILITY :
hypothetical views on  lignin ‘macromolecular organisation’

SPATIAL  RELATIONS BETWEEN  LIGNIN CLUSTERS AND POLYSACCHARIDES

LES  POLYMERES  VEGETAUX  Vol. 2 - part 1

496/529



Nov07 (April 2005) LG2 (Kyoto-Nagoya Seminar)                               
B Monties-INRA

14

MACROMOLECULAR VARIABILITMACROMOLECULAR VARIABILITYY: data and models
hypothetical views on  lignin macromolecular ‘transconformations’

acd. Monties B. 2005, Cellulose Chem. Technol, 39, 341-367’.
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:1: hypothesis from  theoretical simulations of organisation 

-- CHEMICAL ORGANISATION CHEMICAL ORGANISATION --
morphological  interpretations

:22: experimental evidences based on isolated fractions :
- MACROMOLECULAR VARIABILITYMACROMOLECULAR VARIABILITY -

macromolecular hypothesis and data
3:   in vitro simulation of peroxydasic polymerisation :

-- LIGNIN   MORPHOGENESIS LIGNIN   MORPHOGENESIS --
structural model of in situ biosynthesis

question:

‘ ‘ What factors determine the ‘3D organization’ of lignins ? ’What factors determine the ‘3D organization’ of lignins ? ’
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,          .                                                    

peroxydase ‘on’ cellulose

coniferyl
alcohol

hydrogen
peroxyde

dialysis membranes

Lignin morphogenesis: model study

in vitro synthesis of  dehydropolymers in ‘hydrogel’ phase
( according to Touzel et al. 2003)

pectic–cellulose geldiffusion reactor
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Lignin morphogenesis: model study
in vitro synthesis of dehydropolymers in ‘hydrogel’ phase

( according to Touzel et al. 2003)

on  ‘cellulose gel’ alone on pectic ‘cellulose gel’
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Lignin morphogenesis: model study
in vitro synthesis of dehydropolymers in ‘hydrogel’ phase

( according to  Touzel et al. 2003)

formation formation ofof non non condensedcondensed ββ--OO--4 linkages 4 linkages duringduring DHP DHP polymerisationpolymerisation
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Lignin morphogenesis: model study
in vitro synthesis of dehydropolymers in ‘hydrogel’ phase

( according to  Lairez et al. 2005)

+  pectin.

PectinPectin effectseffects on on thethe formation formation ofof hydrophobichydrophobic microdomainsmicrodomains duringduring poymerisationpoymerisation::

+  pectin.
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Lignin morphogenesis: model study
in vitro synthesis of dehydropolymers in ‘hydrogel’ phase

.                                                           (according to  Lairez et al. 2005 Biomacromolecules)

PectinPectin effectseffects on ‘local on ‘local densitydensity’ ’ andand ‘volume fraction’ ‘volume fraction’ ofof thethe ligninlignin--pectinpectin clustersclusters

Local density

Interface area
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Lignin morphogenesis: model study
in vitro synthesis of dehydropolymers in ‘hydrogel’ phase

( according to Cathala et al. IWPC-2006)

PectinPectin effectseffects on on gyrationgyration radius radius andand molecularmolecular massmass ofof thethe ligninlignin--pectinpectin clustersclusters

Gyration radius

Molecular mass
‘hydrophobic hydratation ? 
.        Li et al. 2005, JACS 123 11991
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Chemical morphogenesis of lignins ?
in vitro simulation and in vivo observation of lignin ‘clusters’  self-organisation

‘agregates’ on cellulose-pectin mat           ‘modules’ in Gingko xylem cell corner region       
.       (Touzel et al. 2003 J. Agric. Biol. Chem.51, 981- 986)                        ( Terashima et al. 2004,C. R. Biologies, 327, 903-910)

5000 nm 200 nm
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Chemical morphogenesis of  lignins ?
in vitro synthesis of  self-organized polymer spacial structures

.                                               ( figure adapted from .de Kepper et al. 2000 , www. crpp.u-bordeaux.fr )

‘Open Spatial Reactor’

block of ‘hydrogel’,

two opposed reservoirs

‘Self organized structures’
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activator mono-lignol radical

quenching oligo-lignols

Chemical morphogenesis of lignins ?
Iocal auto-catalytic accumulation of lignin by peroxidatic reactions of lignol radicals?

catalytic site: ‘noise’

( figure adapted from.de Kepper and J. Boisonnades:www. crpp.u-bordeaux.fr)
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Chemical morphogenesis of lignins ?
Iocal auto-catalytic accumulation of lignin by peroxidatic reactions of lignol radicals

and by cooperative binding of (mono)lignols on soon aggregates lignin fractions

 
 
 
 
 
 
 
 
 
Concentrations

Distance

Time

(1) 

(2) 

(3)

Activator concentration increases , 
quicking those in  inhibitor.  

fluctuation of concentration in activator

Inhibitor diffusing more than  activator 
whose concentration stil lincreases 

Agregate formation, depending on 
local medium conditions  

( adapted from B. Monties 2005 Cell. Chem. Technol. 39, 341- 367  and 2003 Adv.Phytochem, 1, 1-48 )
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Conclusions :

•• BIOLOGICAL  VARIABILITYBIOLOGICAL  VARIABILITY : 
Sequential isolations and comparative analysis of lignin 
provide unambiguous evidences of the large biological 
variability of the mononomeric composition of these 
lignin fractions. More exhaustive determinations of the 
related ‘macromolecular dimensions’ are thus required.

•• LIGNIN MORPHOGENESISLIGNIN MORPHOGENESIS :                                                  
In vitro synthesis of model lignin networks  successfully 
simulates the complex granular structure of in situ lignin. 

•    The occurrence of various self-organisation processes
 suggest a ' (bio-) chemical morphogenesis’ of lignins.  
Such phenomenon could significantly contribute to the 
variability of the structure and the reactivity of both the 
‘native lignins’ and related ‘industrial woody products’. 
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BIOLOGICAL  VARIABILITY :

:1: monomeric composition:
Sequential isolation of lignin fractions:           

.              (‘typical’ xylem from normal wood samples)       

Comparison of selected woody samples :
.        (‘atypical’ xylem from reaction woods, variants, ...)

:2: macromolecular structure:
Pulping experiments (delignification kinetic):

.          (molecular size of collected fractions)
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BIOLOGICAL  VARIABILITY :

:1: monomeric composition:
Sequential isolation of lignin fractions:

.              (‘typical’ xylem from normal wood samples)       
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BIOLOGICAL  VARIABILITY :
SEQUENTIAL    ISOLATION   OF  LIGNIN  FRACTIONS FROM WOOD

EXTRACTIVE   FREE   (WOOD)  SAMPLEEXTRACTIVE   FREE   (WOOD)  SAMPLE

FIRST  VIBRATORY  BALL  MILLING

MIXED ‘CELLULASES’  HYDROLYSIS

SECOND  VIBRATORY  BALL  MILLING

fraction 1:       « MILLED WOOD LIGNIN »

fraction 2:           « ENZYME LIGNIN »

fraction 3:          « RESIDUAL LIGNIN »

RESIDUERESIDUE

RESIDUERESIDUE

RESIDUERESIDUE
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BIOLOGICAL  VARIABILITY :
COMPARATIVE   DEPOLYMERISATION OF  ISOLATED FRACTIONS

Ikeda(2001) dfrc56.9%ns.51.1%ns.Pinus

1530
360

1.14
1.53

1080
370

1.39
1.19

Triticum
Zea

1532
1344
1388
1710

2.51
1.95
2.47
2.45

1122
993
807

1116

1.37
1.40
1.14
1.27

Cerasus
Alnus
Quercus 
Acer

Lapierre (1986)

Tollier
(1986)

Gaudillere
(1990)

thioacidolysis

12401.6710201.20Populus

Reference
method

Enz. fract.
ratio yield

MWL fract. 
ratio yield

Monom.rec
µmol./g KL
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BIOLOGICAL  VARIABILITY :

:1: monomeric composition: 

Comparison of atypical woody samples :
ReactionReaction woodwood : Buxus (atypical Angiosperm)             

.                                          : Eucalyptus   (atypical Angiosperm), 
. LignifiedLignified organorgan : Rose             ( flower pedoncule),                   

.                                          : Fescue ( herbaceous stem),
ManipulatedManipulated plantplant : Kenaf ( growth factors)
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BIOLOGICAL  VARIABILITY :
chemical changes induced in ‘woody’  stem lignin : ‘reaction wood’

3 / 71 / 26122629.0+ 20186
3 / 71 / 2694731.0+  27827(lower)

tr / 67 / 33139827.3 +   6164
tr / 65 /36148427.0- 1592
tr / 66 /34149127.8- 7411 (upper)

Monomeric units
Yield H/G/S  %

Kl. Lignin
% c.w.r.

Growth str.
( µm. m –1 )

Buxus (*)
wood

(*) Bailléres et al. 1991: similar results obtained with Eucalyptus (Bailléres et al,1990)
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chemical changes induced in ‘herbaceous’ stem lignin: ‘growth factors’

ethrelIAA+GAnone

Tissue
sample

415
1776

1163
1717

1766
2270

bark
wood

S + G
(µmol.g KL)

3.11
1.38

4.84
1.52

8.10
1.33

bark
wood

S / G
(µmol.g KL)

78
42

56
34

69
50

bark
wood

Alc.extract.
( % c.w.)

18.9
14.9

8.4
19.2

6.8
14.0

bark
wood

K. Lignin
(% c.w.)

TreatmentKenaf (*)
stem

(*) Tollier et al. 1991: similar results obtained with Coleus stems ( Aloni et al,1990)

BIOLOGICAL  VARIABILITY :
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BIOLOGICAL  VARIABILITY :
effect of the polymerisation conditions on DHP composition

300
200

740
700

water ,    H2O2 ,        no
water , Gluc.-oxid.,      no

Tollier et al..
(1991) 

n.a.
n.a.

860
118O

cellulose,  slow - H2O2 ,      no
cellulose,  slow - H2O2 ,   pectin

Cathala et al.
( 2003)

n.a.
n.a.

5405%

6205%

water , fast - H2O2,     no
water , slow - H2O2 ,   no

Cathala et  al.
(1998)

400
435

810
1050

water , Gluc.-oxid.,      no
water , Gluc.-oxid.,   pectin

Terashima et al.
(1996)

901260Spruce wood ( reference)

Monom.units
(µmol / g KL)

n.cd.-ether terminal.medium ,   oxidant ,   support
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BIOLOGICAL  VARIABILITY :
‘fractal’ dimension of lignin networks :  ‘principles of  determination’

β

(according to J. Gravitis,  1992)
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presentation of question 2: ‘ how optimise the  current utilisations of lignins ? ’:

This second question deals with the related recurrent concerns :1: improvement of the technical 
utilizations of industrial lignins and of :2: optimization of their societal added value. Inevitably ‘related’, 
as any widespread optimization requires a strait fitting of the specific utilizations, these two questions of  
‘upgrading’, ‘valorisation’ in French, are thus also ‘recurrent’ as illustrated by a ‘2’ in the ‘LIG2G’ title of 
the seminar echoing to a current ‘third-?-oil-shock’ with reference to ‘the’ first one,  around the 1975-85..  

Following the possibilities shown by Prigogine and coworkers (see question) and also by others 
scientists, to simulate the ‘dynamic behaviour and the optimization of the organization of human societal 
activities’, a possibility of modelling is here suggested in the case of upgrading of competitive utilizations 
of industrial lignins. Following the principles and suggestion by Nicolis and Prigogine in their chapter 6 of  
‘Exploring complexity: ...’, as shown in next slides, there is obviously here a draft only to invite to applied 
here their ‘dissipative structure theorydissipative structure theory’, recalling further that the author himself underlined that “reader 
may... work out the theory using other forms of relations laws” when he introduced this methodology for 
analysing urban vehicular traffic! Such a possibility is thus qualitatively illustrated using the metaphoric 
image, where dynamic systems are trapped in rough landscape of  connected valleys as outlined by these 
authors and more generally also by others P. Bak et al. in 1997 Physica D 107,143, for example.

Accounting the INRA-technical and societal ReDoc-documentation focussed on the ‘potential 
and current utilisations of lignins’ collected at Grignon lab. during  the 1980 decade of ‘ rise and fall of rise and fall of 
the societal concern to thethe societal concern to the oiloil--shockshock--11’,  a two facet exploration of a such optimization seems possible 
based on :1: a  retrospective evaluation of data (know-how), by  ‘analysis’of data bases (data =  objective 
indexed  printed documents ) and :2: prospective  use of knowledges (know-why),by ‘synthesis’ from 
knowledge bases (knowledge = subjective classified annotated data).).

Even of limited in size, the abridged ‘ValoLign’- ReDoc shown as part 3, allows to explore such 
type of ‘ societal recueil’ and thus prompt anyone who would... to check the relevance of its of analysis!
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Question:

‘ ‘ howhow optimise optimise thethe currentcurrent utilisations  utilisations  ofof lignins ? ’:lignins ? ’:

:1: retrospectiveretrospective evaluationevaluation ofof data :  data :  (know-how),

-- ‘‘analysis’  of data bases --
( data =  objective indexed printed documents )

:2: prospective  use prospective  use ofof knowledgesknowledges : : (know-why)

-- ‘‘synthesis’ from knowledge bases --
(knowledge = subjective classified annotated data )
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‘ MOTIVATIONS  SOCIETALES’              
.  
                                   SOUHAITS  ↔  CONTRAINTES 

 INNOVATION  ↔ BLOCAGE
   
  ‘ POSSIBILITES  PRATIQUES ’ 

 ‘Systéme  dynamique  complexe’ 

 DOCUMENTS D’EXPERTS ET DE SYNTHESE :  
. . 
 b 251 : Valorisation coproduit s lignocell. pailles : rapports expert généraux . 
             251Valo; pailles: papier, aliment bétail, composés  chimiques, combustibles 
  Ref. Aut.:rpt expert: APRIA, Min. Agri.(Fr)., AFRC(UK), , Chemrawn (US), 
  Ref. Aut.:rpt indust: Unilever, Cofna, Comes, Fredericia, Danstraw, ICI, 
 b 253 : Valorisation coproduit s lignocell. pailles : procédés papetiers, fibres pailles. 
  253 Principe transfo.cuissons oxygène: NACO, CTP, ...  
  253 Compétition usages et techno :rapports PIRA, (UK, DK, CEE... ),  
  Ref. Aut.: Sinner, Lachenal, Magdelun,.Rexen, .. . 
 
 

 
   b 254 :Valorisation coproduit lignocell. pailles : rapports CEE généraux 
   254Modéles multi- valo (matériaux, énergie, chimie, résidus orga; sols,  
   Ref. Aut.: Rexen, Munck, Mounier, .. 
   b 255 : Valorisation coproduit s lignocell. pailles : aspects agronomique
   255RValorisation des sous produits / protection sols ; 
   Ref. Aut. Regnault, Devienne, 
   b 256 : Valorisation coproduit lignocell. lignines: types de valorisation  
   256Principe, priorités chimie fine, pharmaco.: Batelle, I.P. / Hoechst. 
   Ref. Aut.: Lindberg, Kringstadt, Schweers, Goldstein, Glasser, Pizzi, 
   b 257 : Valorisation coproduits lignocell. : polymères dérivés lignines .. 
   257produits mono-, macro- et poly-mères ex fract. lignine papet. 
             Ref. Aut.: Sarkanen, Meister, Forss, Lindberg, Chum,  .. 

AnalysisAnalysis ofof data on ligninsdata on lignins: ‘thethe ValoLignValoLign data base’:data base’:
.         ‘ValoLign’  combination of technical and societal data  for the 1975 -1985 decade

DOCUMENTS  TECHNIQUES SPECIALISES :
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AnalysisAnalysis ofof data on ligninsdata on lignins: ‘‘thethe ValoLignValoLign data base’:data base’: .

systematic research of technical and societal data in the Valolign ‘ReDoc’ file
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AnalysisAnalysis ofof data on ligninsdata on lignins: ‘thethe ValoLignValoLign data base’:data base’: .

identification of technical variables and societal parameters of the Valolign ‘system’

 
S,t ( λ, X) : valeur d’état instantanée du système: fonction du temps et des variables: λ , X, 
 λ : contraintes, souhaits : paramètres de contrôle d’état du système 
X : blocages, innovations : variable de décision de l’état du système 
 
 
 
 
 
           Mat.Org. sols 
         Polymères             X bif 
     Composite         X cpx 
    Matériau   
 Combustible     X sta 
 
 
                           λ sta  
                                 λ mult    λbif  

bifurcation 

état stable 

point critique  
état métastable multiple 

S,t (λ, X) , caractéristique d’états : Energie (totale, interne,..), Matière (recyclé, substitué, ...),   
                                        Cinétiques (vitesses :δX i / δt, = S i ({Xj }, λ ), stabilités : δX j / δt # 0,...)

λ , contraintes: 
demande, offre, norme, lois ....

X i, variable d’états  (i = 1, 2,  ....,n ): volume, cout, taxe, ...

    ‘complexité # multiplicité’  
    de types et d’évolution des états. 
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(symétrie de bifurcation, µ =0, disparaissant aussi petite que soit µ ≠ 0 : seconde contrainte)
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
( Image de ‘grande’ instabilité de trajectoires, divergence, résultant de ‘petite’ perturbation)

µ ≠ 0

µ ≠ 0

Combustible

Matériaux 
Composites

Matériaux

Composites
coûts decoûts de : 
production, 
recyclage, 
destruction...

SynthesisSynthesis ofof data on ligninsdata on lignins: ‘the ValoLign knowledge base’.

retroaction loop between sociétal parameters as ‘dynamic’ factor of Valolign as ‘complex system’

S,t (λ,X)

(λ)

(X)
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