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Présentation du fichier, file, : ‘Les polymeéres 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 théme ‘Lignines, parois cellulaire et produits
lignifiés’ (fig.). Ce ‘montage informatique’ permet
de mettre a jour les données et connaissances de
données et d’en suivre 1’évolution spécifique. Le
cadre des procédures et bases documentaires
ReDoc, illustré en ‘part 2°, permet des ‘mise a jour
bibliographique’ personnalisées bien plus générales.
Le format pdf retenu ici permet les copié- collés,
accélére les révisions de fichiers aprés 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 fenétre
‘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 francais et anglais abrégés (*) : autre
difficulté pratique, revue déja 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

DY ProdiNRAPalymyvegPart] . pof

=% LES POLYMERES VEGETAUX... :'Dunod book’ public autherized extracts.
=H[Y Les polyméres pariétaux polyphéneliques (selected chapters)

(0% Autorisation d'exploiter intemet de Dunod-Gauthier-Yillars

(0% table des matieres

(% 1: Introduction

(e

¢ ;‘ Reche‘r“che PDF

Masquer

Racherchyerminée de: ¥

hétérogénéité heterogen

Occurrences trouvées @

% 2: Les tissus végétau: ultrastructure, biogénése 122

(0% 3 Ultrastructure et texture des polysaccharides

0% 4: Les lignines

0% 5 Dosage des polyosides et lignines
[[%6: Les tanins des végétaux

[y 7: La qualité des bois

=% LIGNINS AS MACROMOLECULAR PRODUCTS: " ReDoc review -partl®

% 16 Hétérogéneité de la lighine (1981

E 158: Recent advances on lignin inhomogeneity (1935)

=% 14: Composition chimigue des bois (1987)...

=% 13: Dioxan lignins preparations heterogensity ( 1955)
=% 12 Structure and possible selforganization of lighing (1989

* Nouvelle recherche |

Résultats :

W ccite hétérogénéité, pour (= momert K

BT d,hétérogénéité fonctions : - de

1 une hétérogénéité des lignines foncti
KT hétérogénéité du second type, c'est-
El une hétérogénéité du troisisme type
1 une hétérogénéité du degré de conde
BT dune hétérogénéité des lignines. En
[l l'atbre. hétérogénéité due Bu rythrnes
[T forte hétérogénéité du point de vue
BT Hétérogénéité du Bois suivant Ict

1 heterogeneous properties of the '

k] heterogeneity’ was later on exparime
| »

=% 11: Physico- chemical characterization of ligning (1959
=% 10 Plant cell walls as fibrous composite (1991)

(% 9: ariability of ligno- cellulosic fibers (1993)

=4 Lignin biodegradation: chermical assesrment (1994)

Table des matiéres (fenétre ‘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 sighagstres du livreriginal
épuiséjesautreschapitres, voir 'tabldesmatieres'sont par ailleurslisponibles a3
demandeCes sixchapitresconcernentles polyméregpolyphénoliguevégétauet
la cytologiepariétale ciblés des lors sur le thérstructureet organisation
macromoléculaire' et dnnc aussi 'auto- assemblage' ou 'auto- organisation'.

Numérisé sougdf, cet 'extrait de livre ' peut ainsi étre coupé-copié-collé e
surtout explorépar toutmoyen informatique.l ldevient ainscomplémentairele
fichiers'ReDoc'ciblés sur les lignines, Igmroisvégétale®tlesproduitslignifiées’
composéspourdiffusionintranet dans le cadre'une missiodNRA aB. Monties
De cefait ce'fichier extrait'doit étre considéréomme urpremierchapitredece
Volume2 (partl) introductif a ursecondichier sousformat .pdf , ici ala suite
edité dansce cadre parassemblagaformatiquede 16revuespubliéessurcethém
depuis1981 Cetassemblage permet aussi d'illustespossibilités d'actualisatio
'RévisonsousReDoc', delivres etfichiers numeérisés.

Ce dernieiaspect est précisées auwkmsnsla ‘part 2- Vol.2' du Secondvolumede
'LES POLYMERES VEGETAUX ici débute donc le cycle de Iiensommenté
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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 TOUARS PONTCHARTRAIN

Votre ouvrage : « Les polymeéres végétaux » Bordas 1980. Epuisé.
Collection Biochimie Appliquée/Gauthier-Villars

Cher Monsieur,

A la suite de votre appel téléphonique de ce jour, nous vous confirmons bien
volontiers que vous pouvez exploiter toute ou partie de votre ouvrage sur un site
internet, comme vous 1’entendez.

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

L

Maryvonne Vitry

Droits Etrangers et Dérivés
e-mail : m.vitry@dunod.com
@ +33(0)14046 3550
Fax + 33 (0)1 40 46 49 95
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'macromoleculaorganisation modelsf lignins' concerning1: the spatialorganizationand 2: thecurrent
optimumuses of lignins. Thesepoint ofview' werepresentedluring the Secondyeneratiorlignins -Li
G- Seminarorganizedy Dr bernardKUREK, atINRA- Reimsin November2007. Having to also
introduce into therocedure®f the ReDoc-files constructionhetwo correspondingetsof slides,
diaporamayvere theninsertedas examplesn a'ReDoc-pdf- commentedhyperlinkedfile' named a
ReDocreview5- Draft’, (a look intoReDocproceduress givenhere alsan part2of thisVol 2'1) . Due
howeverto currentcopyrightconstraintsnonepublic diffusion waspossible. @ly avery limited numberof
copieswas thussendfor information andorivateuseonly', askingfurther insomecasesthe Editor
authorization offteeinternetdiffusion’, which weregeneroushgivenby the Editorial managemenf bot
'Advancesn Phytochemistry'andof ' CelluloseChemistryandTechnology'). Intie present
'PolymVegVol2partipdf' file, theinsertion of the 49 pages was donééxfractioninsertion',savingthus
the whole 'table of contertf the sourcdie which can bee then opesingthe'active' bookmarks(sigr&ts
in French). A 'thematic’ cyclelraws across theaperspreprints presentationandcommentsgotted blue
frame hyperlinks, completing the 'survey' one, in red frames.

Index

— A — Amylose, 179, 181 a 183, 189, 190,
195, 201, 202, 204, 208
Anhydroglucopyranose (glucopyrano-

Accroissement annuel, 320 syl), 69, 181, 183, 184, 190
ACétylatiOn, 97, 98, 234, 240, 261, AnthOCyanidines, 261, 265, 270
265 Anthocyanogeénes, 275, 286
Acides benzoique, 125, 148 Arabinose, 57, 115, 116
— chebulique, 253, 256, 257 Arabynoxylane, 107
— cinnamique, 150 Arceaux (structure en), 52
~ ellagique, 253, 256, 257, 271 agtringence, 259, 260, 269, 277,
— galacturonique, 233, 235 281, 283
— galiique, 253, 254, 257, 271, e AubieE, 20, .320) n nmmmmmmmmmm s m -
2|7c2:1’.|r2gi:c31ue 16 110 113 1 Auto-assemblage, 58, 60, 63 B s '
- giu o ' v ' ¢ _ H [ . . A .
309 1 Self - assembling ' citalione cyole: clic hre :
— guluronique, 283, 299 “,
— hexahydroxydiphénique, 256 -B- ".,.
— hydroxycinnamique, Xll, 125 ‘o,
— mannuronique, 293, 299 Bidre. 270 281. 284 ‘o,
iére, , , .

—  périodique, 97

— polygalacturonique, 167, 233 Biosynthése alginate, 298

— sulfurique, 303, 311, 315 — amidon, 71, 82, 83, 223,
— uronique, X, 110, 157, 172, 227, 228
291, 303 - cellulose, 118
— valonique, 253, 256, 257 - fuco:l'danes, 308
Acidolyse, 126, 129, 136, 142 - hemicelluiose, 111 a 118,
Alginates, 41, 61, 291 & 303 148 41563
Algues, 1, 41, 43, 49, 53, 55, 74, 77, Ilgnlr)qs, 27, 28
80, 289 a 339 . pectines, 245
Amidon, VIi, 9, 14, 15, 20,112,176 &  Biréfringence, 217, 227
229 ’ Bois, 1, 8, 9, 14, 20, 21, 28, 48, 49,
Amylase Alpha, 195 a 198, 200, 219, 66, 73, 81, 90, 91, 110, 122,
220 133, 141, 143, 144, 147 a 149,
Amylase Beta, 195 & 200 256, 257, 265, 319 a 340
Amyloglucosidae, 196, 200 Bois de réaction, 49, 50, 103, 110,
Amylopectine, Xll, 183 a 186, 188 a 144, 149, 334

190, 195, 199 4 202, 204, 208 Bouturage, 332
LES POLYMERES VEGETAUX Vol. 2 - part 1
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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 -
Calcium, 61, 63, 239, 240, 295, 300,
305, 310
Callose, 35

Cambium, 6, 8, 13, 55

Catéchine, 262, 263, 266, 267, 271 a
273, 278

Carragheenanes, 37, 41, 43, 61

Castaline, 257

Cellobiose, 66, 68, 73, 84

Cellulose, 5, 9, 22, 23, 24, 31, 48, 49,
56, 57, 66 a 85, 87, 88, 90, 111,
113, 156 a 159, 170, 303, 308,
319

Cétose, 91

Chanvre, 66

Chitine, 49, 83

Chioroplastes {voir plastes), 14, 17,
226

Cidre, 267, 270, 281, 283, 286

Collagéne, 252, 267, 279, 283

Collenchyme, 5, 6, 17

Complexe {amidon}, 180, 181

Complexes ioniques, 300 a 315

Contraintes de croissance, 148, 329

Coopérative (interaction), 295

Corilagine, 256

Coton, 66, 77, 80

Cristallines (structures de cristallites) 67,
69, 70, 77, 78, 80, 84, 183, 189,
193, 194, 214, 217, 295

Cyanidine, 259, 261, 262, 265, 268,
274

- D -

Déhydropolymeére, 133, 135, 136, 138
a4 140, 144, 145, 150; 153
Densité, 322
D-enzyme, 227
Déroulage, 322, 329
Détergent, 160, 306
Dextrine, 185, 186, 195 a4 187, 199
DHP (voir déhydropolymére)
DP (degré moyen de polymérisation) 72,
74, 79, 81, 82, 83
Dichroisme circulaire, 296
Dosage alginates, 299
— amidon, 200

Index

—  cellulose, 72, 157

—  fucoidanes, 308

—  hemicelluloses, 163

— lignines, 168

— pectines, 166, 243, 244

—_E — .

Echanges d'ions, 300, 310

Ecorce, 1, 5, 8, 15

Elimination (B-) 91, 92, 101, 241 34 243

Ellagitanins, 253, 254, 257

Empesage, 204, 207, 208

Enzyme déramifiante, 199, 200

Enzyme pectolytique, 47, 242

Epiderme, 4, 5, 8, 16, 47, 52

Epimérases, 113 4 115, 299

Essence, 16, 328

Ether (liaisons), 66, 78, 92, 116, 125,
128, 129, 140, 144, 147, 234

Ester (liaisons), 66, 78, 90, 100, 140,
148, 151, 305, 313

Extensine, 52
Extraction alginates, 291
- cellulose, 158 a 162, 165,
177
- fucoidanes, 305, 306
— hemicelluloses, 88 392, 170
— holocellulose, 30
- lignines, 132, 168, 169
— pectines, 166, 245, 246
— tanins, 169, 268

—F—

Fibres, X, 8, 17, 18, 20, 49, 50, 66,
107, 122, 142, 149, 156, 160,
303, 308, 319

Fibrilles, 18, 24, 31, 49, 50, 53, 59,
74,77,78,82, 149, 319

Fibrilles élémentaires, 77, 82

Flavane-3-0l, 260, 262, 264, 265,
268, 270, 275

Flavane-3,4-diol, 260, 262, 268

Flavéne, 262, 268, 278

Fractionnement algine, 291

— amidon, 179
— fucoidanes, 305

LES POLYMERES VEGETAUX Vol. 2 - part 1
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Index

— hémiceliuloses, 91,
156, 179, 245, 246
- lignines, 125 a 131,
168, 169
- macromolécules réseau,
X
— pectines,
248
tanins, 252, 269, 270
Fourrages 9, 156, 161, 173
Fucoidanes, 40, 303 4 315
Furfural, 165

166, 172,

-G —

Galactanes, X, 41,
107, 108, 236

Galactomannanes, 61

Gallocatéchines, 266, 272, 275

Gallotanins, 253, 254, 256, 283, 285

Gel, gélification, 61, 132, 204, 208,
238, 294, 317

Glucanes, 66, 68, 78, 82, 83, 87, 99,
103, 107, 110, 117, 167, 291

52, 87, 99, 103,

Glucose, 89, 109, 110, 113, 116,
118, 172
Glucomannanes, 31, 49, 51, 89, 90,

92, 99, 107, 110, 117, 118
Golgi (appareil de), 9, 10, 14, 16, 17,
26, 118, 119, 298
Gonflement, 46, 53, 149, 308, 317
Glycoprotéines, 1X, 32, 38, 46, 563, 84,
119, 252, 303

—H-

Hélice (structure en), 53, 83, 88, 188,
202, 263, 279, 283, 305, 317

Hémicelluloses, 9, 22, 63, 78, 81, 82,
87 4 119, 148, 157, 1568, 174,
245, 246, 327

Hémilignines, 147

Héritabilité, 332

Hexosanes, 157

Hoiocellulose, 81, 90, 91

Hydrogene (liaisons), 52, 69, 71, 77,
87, 203, 204, 206, 207, 280,
284, 286, 317

Hydrolyse (voir aussi acidolyse), 67, 94,
169, 177, 182, 185, 186, 188,
190, 242, 243, 253, 256, 257,
261, 265, 274, 292, 293

Hydrophilie, 294, 308

343
— 1=

Insoluble cellulosique, 158
Inositol, 113, 116, 247

—J-

Jute, 66

—L -

Lamelle mitoyenne {ou moyenne), 9, 22,
25,47, 48, 108, 132, 149, 245,
320

Latex, 16

Lectine, 36, 37, 39, 40, 92, 119

Levure, 42, 43

Liber, 8, 27

Liege, 8, 14

Lignine, VIll, 9, 14, 17, 21 A 26, 81,
82, 87,88,90, 12231563, 156 a

. 159, 170, 327

Lignifiée(s), 18, 28

Lignocellulose, 81, 162, 163, 170

Lignol, 130, 135, 136

Lin, 66

Macromolécules, I1X, X, XIit, 1, 60, 66,
72, 78, 79, 87, 88, 177, 179 &
181, 201, 203, 220, 232, 319

Magnésium, 300, 310, 313

Mannane, 41, 43, 49, 88, 92, 99, 157

Mannitol, 291

Membranes végétales (voir parois), 33
167, 289 4 317

Méristéme, 1, 3,5, 6,8, 9,10, 11, 13,
14

Méthylation, 67, 96, 97,
234, 254, 305

Méthylénequinone, 123, 136, 140

Microfibrille, 23, 48, 55, 58, 74, 75,
82,87, 156, 319

Microgranule, 220, 223, 225

Microtubule, 9, 25, 59

Mucilage, X, 16, 158, 289 4 317

Multiréseau (voir réseau)

MWL (Lignine de bois moulu), 133

102, 117,
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Nectar, 16
Nucléosides, 111, 112, 113, 119

Y,

Oses, 33, 34, 37
Oxydation, 217, 219, 220

-

Parenchyme, 5, 8, 13, 14, 15, 18, 20,
21, 106, 310, 330

Parois, 5,8,9, 13,17, 18,21 428, 32,
33, 40, 41, 47, 48, 49, 63, 64,
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107, 110, 111, 114, 118, 156 &
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Paroi primaire, 13, 17, 18, 22 4 25, 48,
51,5653,77,82,87,88,107, 109,
132, 149, 245, 289 a 339

— secondaire, 18, 22 4 25, 28, 48,

49, 59, 74, 87, 107, 109, 132,
142, 149, 245

Péate papier, 66, 81, 320, 327, 332

Pectate-lyase, 244

Pectines, 9, 22, 24, 28, 33, 47, 61,
77,81,87,113, 116, 156 a 158,
166, 168, 174, 232

Pectine-estérase, 63, 243

Pectine-lyase, 244

Pedunculagine, 257

Pentosane, 157, 166

Peroxydase, 27, 38, 41, 53, 134, 135,
151, 271 :

Phioéme, 4, 5, 6, 8, 18, 20, 141

Phosphorylase, 197, 198, 228

Plan ligneux, 38, 40, 44, 46, 52, 56,
58, 64, 319, 329

Plasmalemme, 8, 9, 13, 82, 118

Plastes, 9, 10, 13 4 15, 223, 226

Polygalacturonase, 244

Polymolécularité, 72, 73

Polyosides {voir polysaccharides), 122,
123, 141, 147, 149, 152, 156 a
158, 170, 237

Polyphénols, 27, 258, 271, 272, 282,
291

Polyphénolique, 16

Polysaccharides (voir polyosides), 16,
17,21, 23, 30, 32, 34, 36, 37,40
444,46249,56,602a63, 65, 66,
78,87491,109a111, 114, 156,
237, 289 a 339

Proanthocyanidine, 259, 261, 265,
267, 268, 272

Procyanidine, 115, 261 3 263, 265,
268, 272, 275, 277, 278, 282,
284

Protéine, 9, 15, 20, 39, 59, 62, 77,
2486, 252, 259, 264, 270, 279,
281 a 287, 303, 310

Protolignine, 125, 132

Protopectine, 246

Pseudolignine, 152

Puliulanase, 184, 197, 199, 200

Punilagine, 267

Pyrolyse, 194

Q-enzyme, 198
Quinone méthyde (voir méthylénequi-
none}, 123 :

Radiolyse, 194

Ramie, 66, 157

Rayon ligneux, 8, 21, 319

Rayonne, 66, 70, 78

Réseau, X, 52, 62, 125, 132, 142,
145, 295

Résines, 16, 30

_ Réticulum endoplasmique, 9, 14 & 16,

27
Rétrogradation, 208, 209
Rhannose, 233, 235, 236

- s

Sciage, 329
Sclérenchyme, 8, 18
Solubilité (solubilisation)
— algine, 291
- amidon, 208
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— cellulose, 72, 79, 80, 168,
327

— hémicelluloses, 91, 327

- fucoidanes, 303

- lignine, 327

- pectines, 237

- tanins, 267, 269, 283
Sorbitol, 291, 299
Sorption, 204 a 206, 319
Spectroscopie infrarouge, 98

- r.m.n., 99

Substituant, 191
Synergie des polysaccharides, 317

-T-

Tanins {ou tannins), 9, 16, 66, 157,
158, 262 3 287
— condensés, 252, 260, 270,
275, 277, 279

— hydrolysables, 252 a 257

— de Chine, 254, 282

— de Sumach, 254, 282
Thé, 270, 272, 276, 281, 286
Théarubigine, 272, 276, 286
Thiolyse, 128, 272, 276, 286
Toluéne o -thiol, 262, 265
Tonoplaste, 9, 14
Tracheide, 15, 18, 21 a4 23, 319
Tranchage, 330
Transférase, 112, 114
Transglucolysation, 193
Turn-over des sulfates, 315

—uU-

UDP-glucose (voir aussi nucléotides),
41,111 4118, 248

UDP (ADP) glucosyl transférase, 195,
198

Uitrastructure (amidon), 215, 217, 222

Uronides, 167

-V =

Vacuole, 9, 14, 15, 65, 181

Vaisseau, 5, 8, 18, 21, 23, 26, 122,
141, 142, 289, 319, 326

Vin, 270, 275 4 278, 281, 284, 286

Viscosité, 294, 301, 307

Viscosité des pectines, 238

_x_

Xylanase, 101

Xylane, 88, 90, 99, 107, 110, 115,
116, 167

Xyloglucanes, 77, 108, 109

Xyléme (voir bois), 4, 5, 18, 28, 141

Xylose, 110,111, 113,115, 118, 165

—-Z-

Zonation des algues, 289
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B. MONTIES

............. : Introduction

Mais tous ces étres dont j'ai parlé sont de ceux
que produit la nature. lls s'accroissent de fagon
telle que la maniére dont ils sont faits, les formes
qu'ils revétent, les fonctions qu’ils comportent, les
moyens qu’il possédent de composer avec les loca-
lités et les saisons sont liés entre eux ...

Mais quand aux objets qui sont |‘ceuvre de
I'homme il en va tout autrement... L'homme, te
dis-je, fabrique par abstraction ignorant et oubliant
une grande partie des qualités de ce qu’il emploie,
s'attachant seulement 3 des conditions claires et
distinctes, qui peuvent le plus souvent étre simul-
tanément satisfaites non par une seule mais plu-
sieurs espéces de matiére,

Paul VALERY — 1944,
Eupalinos ou I'architecte

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

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

Or, la nécessité urgente et impérieuse de trouver des sources nouvelles
d’énergie et de produits chimiques conduit & utiliser les végétaux non seulement
comme sources de matiére et d'énergie métabolisables, sous forme d‘aliments,
mais encore comme sources de matériaux et de combustible, sous forme de bio-
masse. Actuellement, lorsque I'on envisage la valorisation de la biomasse, on
néglige sa diversité essentielle. Etant donné le variabilité naturelie des produits
végétaux, il faut donc s'attendre A ce que des problémes qualitatifs de valorisa-
tion des biomasses prennent le relai de celui de la valorisation de « la » biomasse.
C’est pour tenter de se préparer & résoudre ces problémes que le présent ouvrage
a été entrepris. 11 devient alors de plus en plus indispensable de connaitre non
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X B. MONTIES

seulement les polyméres naturels dans leur diversité mais encore la maniére dont
ils sont liés. Au niveau des polyméres végétaux non azotés ces problémes sont
particuliérement aigus : sauf cas trés particulier ces polymeéres sont encore trés
mal connus.

C'est pour tenter de faire le point sur ces problémes, que fut organisé en
septembre 1977 & I'Institut National Agronomique, un cycle de conférences sur
le théme « Macromolécules non azotées d’origine végétale ». Douze conférenciers,
chercheurs au CNRS, & I'INRA ou & I'Université, acceptérent d'y participer.

Le cycle fut organisé autour de quatre thémes :

1) « Données ultrastructurales et cytochimiques » par Mile A.M. Catesson et par
J.C. Rolland;

2) « Constituants et dosage des produits ligneux » : cellulose par F.Barnoud,
hémicelluloses par J.P. Joseleau, lignines par B. Monties et dosage des constituants
des parois par Mme M.T. Tollier;

3) « Polymeres & intérét alimentaire » : 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; :

4) « Relations avec la qualité des produits » - les bois par G. Janin et les fourrages
par P. Thivend.

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

Ce cycle de conférences, organisé dans le cadre de I’ADEPRINA, visait a
la formation permanente d’agronomes, d'ingénieurs et de chercheurs; il en va de
méme pour cet ouvrage. Ce n’est donc pas & des spécialistes que ce livre est des-
tiné mais & des agronomes, ingénieurs ou étudiants. Dans cette perspective seul
un nombre limité de références bibliographiques a été retenu; cependant ,
& cOté des ouvrages et revues de base figurent des articles parfois trés spécialisés,
susceptibles d’ouvrir de nouvelles perspectives. Dans ce méme but, certains confé-
renciers, coauteurs de I’ouvrage, ont fait appel & des collaborateurs qui ont parti-
cipé & la rédaction des textes; les noms de ces derniers figurent donc en téte des
chapitres correspondants,

Je tiens & remercier chacun des coauteurs et chacun de leur collaborateurs
qui ont accepté de contribuer & ce travail de synthése d'autant plus difficile &
réaliser qu’il visait une présentation simplifiée et prospective de |'état actuel de
nos connaissances. Certaines parties apparaitront parfois sommaires et méme trop
simplistes aux spécialistes,

On pourra, par exemple, remarquer que les bois ne sont pas seulement
composés d’hémicelluloses, celluloses et lignines et qu’il est nécessaire de tenir
compte de la présence d’au moins un quatriéme constituant, I’eau, pour pouvoir
établir des corrélations entre composition chimique et propriétés mécaniques.
De méme, on pourra regretter que le souci de se limiter aux polyméres non
azotés ait conduit & ne pas aborder les glycoprotéines des parois cellulaires,du
type extensine. De méme on pourra déplorer I'absence de monographie concer-
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Introduction Xt

nant les gommes, mucilages et autres arabinogalactanes. Ces composés nous ont
semblé encore trop partiellement connus pour pouvoir faire, dans le cadre choisi,
I'objet d'une monographie simple (1).

ENERGIE SOLAIRE
Y

CO0p —>—t—<— H,0

[ USAGES MECANO-CHIMIQUES | [USAGES ALIMENTAIRES]

| v
Bois F:bres‘v/igetoles Gommes Amidons
Materiaux s Y[ Amyloides

Lignines Pectines —_—

Celluloses ——————— > Glucose

A

Combustible b e !
——— B el R v

Fibres diététiques

Hemicelluloses Tannins
y l

Carton

papier Phénols

Furfural

Ethanol

Plastiques <€

Pl

| ENERGIE ET PRODUITS CHIMIQUES | [PRODUITS ET ENERGIE ALIMENTAIRE|

' <
< CO, <«——> H,O0 >

\
CHALEUR, ENERGIE THERMIQUE

Fig. 1 — Cycle du carbone au travers des macromolécules végétales non azotées

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

{1) Pour ces deux derniers thémes on pourra cependant consulter par exemple la revue récente
et trés détaillée que A.E. Clarke, R.L. Anderson et B.A. Stone viennent de consacrer aux
glycoprotéines et protéoglycanes dans Phytochemistry, 18, 521-5640.
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Nous nous sommes donc limités 2 envisager les polyméres végétaux non
azotés qui nous ont paru étre, 3 la fois, les moins mal connus et les plus fréquents
dans les diverses plantes. Chacun de ces polyméres sont 3 des titres divers uti-
lisés soit comme source d’énergie ou de produits 2 usages alimentaires ou chi-
miques. Bien que ces polyméres 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. Il suffit pour se persuader de cela de consi-
dérer le cycle de carbone au travers de ces macromolécules non azotées (fig. 1).
Il est commode d'opposer dans ce cycle les usages alimentaires et les usages
mécano-chimiques. Dans les deux cas, I"énergie emmagasinée dans les composés
organiques sous forme de liaisons interatomiques est finalement dégradée sous
forme de chaleur restituant le gaz carbonique et I'eau. En amont, se situe l'acti-
vité photosynthétique des cellules végétales qui captent I’énergie solaire et }'uti-
lisent pour organiser des ensembles moléculaires a partir du gaz carbonique et
de I'eau. C'est & ce niveau que I'intérét porté sur le plan énergétique aux bio-
masses trouve son origine. |l est donc possible que, dans un premier temps,
« I'nomme qui fabrique » puisse négliger les autres particularités des cellules
végétales. Par contre, pour les autres usages chimiques ou alimentaires, ’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-
méres_polyphénoliques_qui lui conférent 3 la fois résistance mécanique et résis-
tance aux agents chimiques et biochimiques de dégradation. Dans les parois végé-
tales, tous ces polyméres seraient méme liés entre eux, principalement par des
liaisons covalentes et des liaisons hydrogéne. De I'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 & un
transit intestinal normal. De I'existence de ce méme réseau résulteraient aussi les
difficultés de valorisation des polyosides pariétaux comme source d’énergie ali-
mentaire telle par exemple d’adénosine triphosphate (ATP). C'est encore de
I'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 I’éthanol, le méthanol et le furfural et
aromatiques tels des phénols. Enfin, c’est encore de I'existence de ce réseau que
proviendraient aussi les difficultés analytiques de fractionnement et de dosage de
ces divers polyméres que |'on ne sait pas encore isoler sans nécessairement les
modifier.

Dans le présent ouvrage les notions de réseau et de liaisons entre polymeéres
apparaissent surtout dans les chapitres consacrés a I'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 polyméres,

Il est certain cependant que cette notion est trés importante. Avec queiques
autres auteurs, il est tentant de considérer que la paroi cellulaire constitue une
macromolécule unique, en forme|I de sac, daps ]wel,le_.les différents polyméres
sont interconnectés et constituentdin polymére en réseaus
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Etant donné I'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 fagon séquentielle des éléments en
forme de chaine de longueur quelconque. Méme dans les polymeéres ramifiés, la
caractéristique essentielle demeure ainsi la présence de chaines interconnectées
par liaisons de valence. C'est donc I'existence d’enchainements qui est la carac-
téristique essentielle des macromolécules. Certains polyméres peuvent méme
former des structures réticulées indéfiniment étendues. Ce type de macromolé-
cule a été analysé en détail par J.P. Flory dans I'ouvrage « Principles of Polymers
chemistry » dont la neuviéme édition est parue en 1975. De tels polyméres
peuvent en effet étre 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
mécano-chimiques. De la formation de tels polyméres peuvent résulter des com-
portements paradoxaux tels que ceux des caoutchoucs, autre polymére non azoté
non envisagé dans cet ouvrage parce que peu fréquent dans les végétaux. C'est
ainsi par exemple, qu’une laniére de caoutchouc se raccourcit quand on la chauffe,
s'alldnge quand on la refroidit et s‘organise en structure cristalline fibreuse quand
on |’étire. Les analyses théoriques de Flory ont montré que ce comportement
peut étre observé chez les polyméres contenant de longues chaines interconnec-
tées par un nombre relativement trés faible de liaisons covalentes. La présence
d'un enchainement d'une centaine d‘éléments, parfois méme davantage, entre
deux connexions est une condition nécessaire d’existence de la viscoélasticité du
type caoutchouc. Il est nécessaire, de plus, que les chaines 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 présentes pourtant en trés faible nombre. Ainsi, de fagon géné-
rale, un systéme de chaines interconnectées peut s'organiser en une molécule
unique douée de propriétés mécaniques et chimiques particuliéres. Selon Flory
on peut appliquer le terme de réseau infini, infinite netwook, & ces macromolé-
cules formant une molécule unique.

Compte tenu de ces données, il est tentant de rapprocher les concepts de
macromolécule unique appliqués a la paroi cellulaire & celui de réseau infini au
sens de Flory. La présence de monomeéres polyfonctionnels, c’est-3-dire capables
d’établir plus de deux connexions dans une chaine polymérisée, est nécessaire
a la formation d’un tel réseau. LLes monoméres 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<ci n'est cependant pas suffisante. Flory
a démontré que des monomeres polyfonctionnels peuvent former des polymeéres
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, I'amylopectine, I'amidon ou le glycogéne en sont, d'aprés Fiory,
des exemples. A notre connaissance, il n‘existe pas d'études systématiques ana-
logues concernant les autres molécules non azotées végétales. Compte tenu des
relations établies par Flory entre composition chimique et qualités mécaniques
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des caoutchoucs on ne peut que souhaiter que des études analogues soient entre-
prises sur les parois celiulaires et sur les autres polyméres non azotés végétaux.

Une telle entreprise serait certainement aussi digne d’intérét sur le plan
fondamental qu‘utile 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 A cet état de fait des raisons historiques et scientifiques.

Pour se limiter & I'une des raisons historiques il faut rappeler que ce n'est
qu’a partir de 1920 que Staudinger a tenté d’expliquer les propriétés des poly-
méres au moyen des notions ordinaires de la chimie et,en particulier,de celle de
liaisons de valence. Le concept de macromolécules et le terme (ui-méme, qui fut
introduit en 1922, par Staudinger ne se sont imposés que lentement et cela malgré
Fattribution & son auteur du prix Nobel en 1953. L'historique de I'essort de
I’'hypothése 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 Science,
(3,(6), N 123-124).

Pour ne citer que deux raisons scientifiques on peut déplorer que les ensei-
gnements de chimie, méme macromoléculaire, ne traitent rarement en détail
des polymeéres naturels. A ceci il faut ajouter que les biochimistes n‘ont pas été
fortement incités & I'étude des macromolécules non azotées : ils les ont donc
sacrifies, sur les autels de la biologie moléculaire, aux protéines et acides nucléi-
ques dont I'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 & développer I'intérét
que les biochimistes porteront aux macromolécules et permette d'autre part
aux ingénieurs et techniciens d’aborder |’étude de ces substances.

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

et T¥ 17 35 L= 1+ R
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e s AM. CATESSON

’ Les tissus végétaux
Ultrastructure biogenése

Ce chapitre n'a pas la prétention de couvrir en une trentaine de pages
Vorganogenése végétale. Il 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 il sera guestion par la suite, pour comprendre
dans _guels_compartiments cellulaires elles sont élaborées et pour connaitre. les
tissus ou elles s'accumulent. Les lectures suggérées & la fin de ce chapitre per-
mettront 3 celui qui le désire d’approfondir tel ou tel aspect de I’t'}ganisation
d’un végétal.

* Les plantes vivaces présentent la particularité de pouvoir croftre indéfini-
ment gréce & la multiplication de certaines cellules. Ces celiules, qui demeurent
capables de se diviser pendant toute la vie du végétal, conservent un aspect juvé-
nile (on dit /indifférencié); elles sont appelées cellules méristématiques (du grec
tepos : partagé) et constituent les méristémes. Les celiules qui en dérivent gran-
dissent puis se spécialisent (se différencient) pour accomplir diverses fonctions
(protection, soutien, conduction de fa séve, etc...). Un ensemble de cellules
spécialisées dans une méme fonction constitue un tissu. Chez les plantes annuelles,
fa croissance se fait de méme fagon mais elle est en principe limitée dans le temps
puisque la plante meurt aprés avoir donné ses fruits.

Chez certains végétaux, tels les Algues et les Champignons, la différencia-
tion cellulaire est moins poussée et il ne se forme pas de véritables tissus diver-
sifiés. La figure 1 montre la structure des cellules dans la zone de croissance d'une
Algue & pigment rouge : le Polysiphonia. Hormis cet exemple, nous nous limi-
terons ici & I'étude de plantes possédant des tissus caractéristiques c’est-a-dire
les plantes & fleurs et les Coniféres.

. ORIGINE ET MISE EN PLACE DES TISSUS

Les premiers méristémes (méristémes primaires) sont déja reconnaissables
dans I'embryon & "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 feuilles. Chez certaines plantes d’autres zones
méristématiques (méristémes secondaires) se forment & partir des méristémes pri-
maires et assurent la croissance en épaisseur des organes. Elles sont responsables
de la production du bois et de la majeure partie de I'écorce chez les arbres. Elles
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Les tissus végétaux 3

sont peu actives chez les plantes herbacées et n’existent pas chez certaines plantes
a fleurs (par ex. les Céréales, les Orchidées, les Palmiers).

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 I'on écarte soigneusement sous une loupe les jeunes feuilles d’un bour-
geon de Sycomore au moment ol il débourre au printemps, on apercgoit au centre
un petit mamelon blanchétre, le point végétatif. Une coupe longitudinale du
bourgeon passant par I'axe médian de I'une des paires de feuilles nous permet d’en
préciser la structure (fig. 2 et 3).

Fig. 2 — Schéma de |'extrémité apicale,
ou point végétatif, d'un rameau de
Sycomore. De part et d‘autre, on voit
deux paires de feuilles f1 et f2, avec leur
procambium (pcb). mm : méristéme
médullaire ; M : meelle.

De chaque coté du dome apical se trouvent les ébauches foliaires successi-
vement formées dont les plus récentes encadrent |’apex. Au-dessus de la derniére
paire d'ébauches, les cellules latérales du méristéme, de petite taille (5 32 8 nm de
diametre) et disposées en couronne, vont initier la paire de feuilles suivantes :
elles constituent I'anneau initial. A la base du déme apical quelques assises de
cellules se divisent dans le sens horizontal pour donner naissance & la moelle :
elles forment le méristéme médullaire. L.a portion du bourgeon comprise entre
'insertion de 2 paires de feuilles successives, c’est-a-dire entre deux nceuds, va
s'allonger par division et élongation cellulaires et constitue un entre-nceud
(1) de la future tige. On remarque trés t6t dans I'axe de la jeune ébauche des

(1) Ici le terme entre-neeud désigne I'intervalle entre 2 feuilles successives. Pour les forestiers,
il représente la longueur de la pousse annuelle.
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4 A.M. CATESSON

cellules allongées (5/56/20 nm) a caractéres trés méristématiques qui se prolongent
dans I'entre-nceud sous-jacent : elles constituent le procambium. Sur des coupes
transversales, il apparait formé de cordons séparés par des cellules moins méris-
tématiques.

Fig. 3 — Coupes longitudinales de points végétatifs de Sycomore, colorées par la pyronine
pour mettre en évidence le RNA. A : I'apex est entouré par la paire de feuilles f1; Za : zone
apicale; Ai : anneau initial; mm : méristéme médullaire; pcb : procambium. B : une nouvelle
paire de feuilles f, vient de se former aux dépens de i’anneau initial (cf. fig. 2).

L'assise superficielle de I'apex se prolonge dans les feuilles et la jeune tige
par un épiderme; le procambium se différencie progressivement en tissus conduc-
teurs : le xy/éme conduisant la séve brute ascendante et le phioéme conduisant
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Les tissus végétaux 5

la séve élaborée qui contient les produits de la photosynthése foliaire. Les autres
cellules évoluent en parenchyme. Dans la feuille, il s'agit en particulier d'un
parenchyme assimilateur riche en chlorophylle, assurant la nutrition carbonée de
la plante par la photosynthése.

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

Fig. 4 — Schéma d’une coupe trans- Fig. 5 — Schéma d'une coupe transversale de
versale de tige de Sycomore faite tige de Sycomore faite dans un entre-nceud
juste sous le bourgeon. Peu de tissus en cours d'élongation : le collenchyme et les
différenciés. col] : collenchyme; ép. : tissus conducteurs sont plus différenciés que
épiderme; M : meelle; pc : parenchy- fig. 4. Mémes Iégendes que fig. 4. cb et cb' :
me cortical; pcb : procambium; future zone cambiale; f : faisceau conducteur;
phl 1 : phloéme primaire; xyl 1 : vxj : vaisseaux en différenciation.

xyléme primaire.

procambial, se différencient les premiers éléments conducteurs {trachéides puis
vaisseaux) du xyléme, sur la face externe les premiers éléments du phloéme, tandis
que dans |'intérieur du cordon les cellules indifférenciées se multiplient trés
activement. Ces tissus formés directement par différenciation des cellules pro-
cambiales sont appelés phloéme et xyléme primaires. En effet, on appelle pri-
maires tous les tissus issus du fonctionnement d’un méristéme primaire et l'on
parle alors de « structure primaire » pour la plante.

Au cours de la croissance du rameau, le diamétre de la tige augmente 3 la
fois par multiplication (en particulier dans le procambium) et par accroissement
en largeur des cellules. Sous I'épiderme, de nouvelles cellules se différencient en
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6 A.M. CATESSON

Fig. 6 — Coupes transversales de tige de Sycomore. A : entre-nceud en cours d’'élongation
{cf. fig. 5); B : entre-nceud ayant achevé son élongation (cf. fig. 7). Mémes légendes que
fig. 5 et 7.

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

LES MERISTEMES SECONDAIRES ET LES TISSUS QUI EN DERIVENT

a) Le cambium libéro-ligneux : formation du xyléme et du phloéme secondaires

Le cambium, issu du procambium, forme d’abord des arcs méristématiques.
Ceux-ci se raccordent bient6t bout & bout grice 3 une reprise des divisions dans
les petites cellules parenchymateuses séparant les cordons procambiaux. 1l 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 a la
base du rameau de Sycomore que nous étudiions au paragraphe précédent (fig.

6 et 7). Dans cet entre-nceud, ol la croissance en longueur est achevée, le cambium
LES POLYMERES VEGETAUX Vol. 2 - part 1
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Fig. 7 — Schéma d’une coupe transversale faite dans un entre-nceud de Sycomore ayant achevé
$a croissance. Mémes légendes que fig. 4 et 5. L : liége; phel : phelloderme: phl 2 : phloéme
secondaire; vx : vaisseaux; xyI 2 : xyléme secondaire.
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8 A.M. CATESSON

est formé de deux sortes de cellules. Les unes, aplaties et allongées (3/15/300 nm)
sont effilées aux extrémités d'ol leur nom d'initiales longues ou initiales fusi-
formes. lLes autres, presqu’isodiamétriques (8 & 12 nm dans chaque dimension)
donnent naissance & des cellules de parenchyme allongées dans le sens horizontal,
formant ainsi des « rayons » : cette deuxiéme catégorie de cellules cambiales
constitue les initiales courtes ou initiales radiales (fig. 8).

Les cellules cambiales se cloisonnent le plus souvent dans le sens longitu-
dinal tangentiel donnant ainsi naissance & des dérivées qui se différencient vers
I'extérieur en phloéme secondaire ou liber et vers I'intérieur en xyléme secon-
daire ou bois. Ainsi se réalise la « structure secondaire » de la tige. Celleci est
bien illustrée sur les figures 6 et 7. Le cambium a déja donné des tissus secon-
daires, phloéme et xyléme. Du c6té du xyléme on voit une large bande de dérivées
cambiales en cours de différenciation oll I'on reconnait des vaisseaux de large
diamétre non encore lignifiés. La lignification des cellules (fibres, sclérenchyme
et xyléme primaires) abolit I'extensibilité des parois : elle marque donc la fin de
I’élongation de I'entre-nceud.

b) Le phellogéne et le liége

De place en place, sous I’épiderme, certaines cellules se dédifférencient et
reprennent une activité méristématique. Progressivement cette activité gagne
toute la zone sous-épidermique. 1l se met ainsi en place une deuxiéme zone
méristématique secondaire, le phellogéne. Celui-ci, homogéne, 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 I'extérieur de la tige qui se chargent d’une substance lipidique hydrophobe,
la subérine. Ainsi se constitue le /iége, revétement protecteur imperméable de Ia
tige adulte, interrompu de place en place par des zones liches de cellules subéri-
fiées, les lenticelles, permettant les échanges gazeux entre le rameau et le milieu
extérieur,

Au fur et & mesure que le cambium libéro-ligneux forme de nouvelles
couches de bois, le diamétre de la tige augmente, provoquant un étirement et
un écrasement des cellules externes. Ultérieurement un deuxiéme phellogéne
apparaitra dans le phloéme et formera une nouvelle couche de liege. Tous les
tissus situés & I'extérieur de ce ligge imperméable ne seront plus alimentés et
mourront. L’écorce externe se fendillera ou bien s’exfoliera par plaques ou par
rubans (voir p. 20).

I1. CARACTERES ET DIFFERENCIATION
DES CELLULES MERISTEMATIQUES

Comme une cellule animale, une cellule végétale comporte un cytoplasme
d’apparence visqueuse sur le vivant, limité par une membrane plasmique ou
plasmalemme. Ce cytoplasme renferme divers organites siéges de certains travaux
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Les tissus végétaux 9

cellulaires ainsi qu’un noyau plus ou moins sphérique, porteur de I'information
génétique, jouant en quelque sorte un rdle 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 systéme de lamelles doubles, les thylakoides, portant la chio-
rophylle (Bourdu et Giraud, 1978); celle-ci, en captant ’énergie lumineuse, per-
met la synthése des sucres et de I'amidon (photosynthése). Ensuite, le volume des
vacuoles est important alors qu’elles restent discrétes dans une cellule animale;
limitées par une membrane simple le tonoplaste, elles accumulent certains pro-
duits du métabolisme (sucres, tanins etc...}. Enfin 'existence, autour du plasma-
iemme, d’'une paroi rigide confére aux plantes certaines particularités biologiques
ainsi qu‘'une bonne partie de leur intérét industriel : celluloses, hémi-celluloses,
pectines, lignines y sont localisées et les propriétés des parois jouent une part
importante dans la qualité des bois ou des fourrages.

ULTRASTRUCTURE DES CELLULES MERISTEMATIQUES PRIMAIRES

Les cellules de I'anneau initial (fig. 9 et 10) ont une paroi mince dont la
zone mitoyenne a 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 trés nombreux grains denses, les ribosomes. Ceux<ci, constitués
de protéines et de RNA (acide ribonucléique), peuvent étre libres ou groupés en
rosettes, les polysomes; ils sont spécialisés dans la synthése des protéines. Le
long de la membrane plasmique, sont disposés des microtubules allongés d’envi-
ron 3 nm/0,02 nm de diamétre.

Le noyau,de 5 & 7 nm de largeur, occupe un volume important et renferme
un (parfois deux) globule trés réfringent sur le vivant; ce nuc/éole est trés riche
en RNA et certaines synthéses protéiques y ont lieu. Outre fe (ou les) nucléole
on distingue, sur les micrographies électroniques du noyau, des masses fibril-
laires de chromatine : composée de protéines et de DNA, elle renferme la plupart
des informations commandant le fonctionnement de la cellule. Le noyau est
limité par une enveloppe double percée de pores. Cette double membrane nuclé-
aire est en liaison avec un ensemble de cavités aplaties formant des nappes ou des
tubules communiquant entre eux : ce réticulum endoplasmigue, 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 role actif dans la synthése des protéines. A I'intérieur
du réticulum s'accumulent et circulent nombre d‘enzymes et de produits du mé-
tabolisme cellulaire. Certaines régions de réticulum donnent naissance & I'appa-
reil de Golgi formé d’empilements plus ou moins importants de saccules aplatis
{dictyosomes); ceux-ci émettent & leur périphérie des vésicules qui circulent dans
le cytoplasme et peuvent déverser leur contenu A V'extérieur de la cellule ou bien
dans les vacuoles (Prat et coli., 1977). Celles-ci sont trés discrétes dans une cellule
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10 A.M. CATESSON

Fig. 9 — Micrographie d'une cellule de I'anneau initial du Blé. ch : chromatine; m : mito-
chondrie; N : noyau; n : nucléole; p : proplaste; Pp : paroi primaire; v : vacuole; G : appareil
de Golgi. (Cliché N. Poux).

méristématique; leur origine est encore controversée mais il semble qu‘elles pro-
viennent, en premier lieu, de tubules de réticulum lisse ou de vésicules issues de
I'appareil de Golgi (Marty, 1978). D'autres organites tels les peroxysomes, les lyso-
somes dérivent également du réticulum ou du Golgi. Il existe donc une continuité
a la fois dans I'espace et dans le temps entre ces divers compartiments cytoplas-
miques : réticulum, appareil de Golgi, lysosomes,vacuoles... Ceux-ci apparaissent
comme des régions spécialisées d'un systéme membranaire en renouvellement
constant; il se crée ainsi un véritable flux membranaire dans la cellule dont le
point de départ est le réticulum : |2 se fait la synthése de nouvelles membranes et,
pour cette raison, le réticulum est appelé par certains auteurs le « méristéme de
la cellule » (Hanke, 1977).

Les mitochondries d’une cellule méristématique sont ovoides (0,5 X 1,5 nm
environ) et relativement peu structurées; sites de la respiration cellulaire , elles
fournissent 1’énergie nécessaire & la vie de la cellule. Les plastes sont également
petits (1 & 2 nm) et peu différenciés : ils ne comportent que quelques lamelles

noyées dans e 5 102;90, 61 BRES QZEETRIRETS - part
28/529




Les tissus végétaux 11

Fig. 10 — Schéma d'une cellule méristématique. Mémes légendes que fig. 9. mp : membrane

plasmique; mt : microtubute; pl : plasmodesme; r : ribosomes; re : reticulum endoplasmique;
vg : vesicules golgiennes.
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12 A.M. CATESSON

Fig. 11 — Caractéres ultrastructuraux des cellules cambiales de Sycomore (coupe tangen-
tielle). A : vue d'ensemble d’une initiale fusiforme (if) et de deux initiales radiales (ir). B :
détail; en haut initiale fusiforme; en bas initiale radiale. Mémes légendes que fig. 9 et 10.
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ULTRASTRUCTURE DES CELLULES MERISTEMATIQUES SECONDAIRES

Comme les cellules de I’'anneau initial, les cellules cambiales (fig. 8 et 11)
sont caractérisées par une paroi mince et un cytoplasme dense, riche en ribosomes.
Par contre leur appareil vacuolaire est trés développé et refoule le cytoplasme a
la périphérie de la cellule. Ces initiales longues possédent un noyau étiré pourvu
de plusieurs nucléoles. Les initiales courtes ont un noyau globuleux a un ou deux
nucléoles. Les autres organites cellulaires ressemblent beaucoup a ceux que nous
avons décrits au paragraphe précédent. Les plastes cependant peuvent, dans cer-
tains cas, posséder des thylakoides bien développés et de la chlorophylle. C'est
le cas des initiales courtes du Sycomore, alors que les initiales longues ne possé-
dent que des proplastes.

DIFFERENCIATION D'UNE CELLULE MERISTEMATIQUE

Prenons le cas de I’évolution d’une cellule de I’anneau initial en parenchyme
foliaire. La feuille mise en place par le méristéme primaire croit d’abord par
multiplication cellulaire puis par accroissement du volume des cellules. A la
phase de prolifération succéde une phase de différenciation marquée par plu-
sieurs modifications concomitantes (fig. 12) :

— extension puis épaississement des parois accompagnés d'une importante acti-
vité golgienne; les vésicules golgiennes déversent & I'extérieur du plasmalemme les
polysaccharides nécessaires & 1'accroissement de la paroi; en méme 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; .

Fig. 12 — Schéma de la différenciation d’une cellule méristématique en cellule différenciée.
p : plaste; v : vacuole.
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— augmentation du volume vacuolaire, les petites vacuoles gonflent par apport de
vésicules d’origine golgienne ou réticulaire (Prat et coll., 1977; Marty, 1978), puis
fusionnent entre-elles; finalement, la majeure partie du volume de la cellule est
occupée par une énorme vacuole tandis que le noyau et le cytoplasme, repoussés
a la périphérie, sont étroitement appliqués contre la paroi; cette augmentation du
volume vacuolaire résulte & 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 systéme complexe de thylakoides dans le stroma et que sont syn-
thétisés pigments et enzymes nécessaires 3 la photosynthése (Bourdu et Giraud,
1978).

Ainsi se réalise une cellule de parenchyme chlorophyllien (fig. 13) caracté-
risée par une grande vacuole et des chloroplastes gros (jusqu’a 300 nm3), 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 fagon 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;

2) une vacuolisation souvent trés poussée;

3) une synthése plus ou moins importante de matériel pariétal;

4) un développement préférentiel de certains organites celiulaires : par ex. chloro-
plastes pour le parenchyme assimilateur, plastes amyliféres pour le parenchyme a
réserves, appareil de Golgi ou réticulum pour une cellule sécrétrice ...

5) la biosynthése de protéines et de composés caractéristiques du type de cellule
réalisé : nouvelles enzymes, pigments, lignine, produits de sécrétion etc...

1. ULTRASTRUCTURE DE QUELQUES TISSUS VEGETAUX

La spécialisation acquise par certains tissus leur permet d’élaborer en grande
quantité des produits ou des cellules que I’homme exploite & son profit : amidon,
tanins, essences, latex, fibres, bois... Nous allons illustrer pour quelques cas les
caractéristiques ultrastructurales de ces tissus : nous ne reviendrons pas sur les
tissus de revétement (épiderme et liége) que nous avons définis précédemment.

LES PARENCHYMES

On groupe sous ce terme général des tissus 3 structure cytologique simple.
Leurs cellules trés vacuolisées, & cytoplasme peu dense sont spécialisées surtout
dans I’assimilation (parenchyme chlorophyliien, fig. 13) ou la mise en réserve.
Ces réserves peuvent étre des lipides apparaissant comme des globules au sein du
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Fig. 13 — Cellule de parenchyme chiorophyliien de feuille de Tabac. a : amidon; m : mito-
chondries; N : noyau; p : plaste; v : vacuole, (Cliché Y. Lemoine).

cytoplasme, des protéines localisées dans le réticulum, la vacuole ou directement
dans le cytoplasme; les polysaccharides existent & |'état soluble dans les vacuoles
ou bien s’accumulent sous forme d’amidon dans les plastes : on parle alors de
plastes amyliféres ou amyloplastes. Dans le tubercule de pomme de terre par
exemple, les amyloplastes sont énormes, dépassant 20 nm de diamétre, distendus
par un gros grain d'amidon; la double membrane plastidale étirée a I’extréme est
a peine reconnaissable et il n'existe plus ni stroma, ni thylakoide.

On trouve des parenchymes dans les feuilles, I'écorce, la moelle ainsi que
dans les tissus conducteurs,
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Fig. 14 — Cellules sécrétrices. A : cellule 3 tanins de Pommier; ceux-ci 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
Iégendes : cf. 9 et 10,

TISSUS SECRETEURS

Certaines cellules élaborent en grande quantité des produits qui peuvent
étre sécrétés a |'extérieur de la cellule (nectar, résine) ou bien stockés a I'inté-
rieur, souvent dans la vacuole (tanins, latex). Ces cellules peuvent étre soit isolées
dans le parenchyme {cellules & tanins, fig. 14 A), sur I'épiderme (poils sécréteurs),
soit réunies en un réseau complexe {cellules formant du latex ou laticiféres, chez
le Pavot, I’'Hévea), soit groupées autour d’une cavité ol elles déversent leur sécré-
tat (poches & essence de I'écorce d'orange; canaux 3 résine du Pin par ex.). 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
est-elle presque toujours caractérisée par un important développement de I'appa-
reil de Golgi ou du réticulum durant la phase de sécrétion.

LES POLYMERES VEGETAUX Vol. 2 - part 1

34/529




Les tissus végétaux 17

TISSUS DE SOUTIEN

Ils sont caractérisés par des parois épaisses et résistantes. Lorsque cette
paroi demeure cellulosique, on parle de collenchyme; lorsqu’elle est imprégnée
de lignine, il s’agit de sclérenchyme. Les cellules de soutien peuvent étre plus
ou moins allongées dans le sens de I'axe de |'organe. Lorsqu’elles sont trés lon-
gues par rapport & leur diameétre, elles sont appelées fibres.

a) Le collenchyme

Nous avons vu (p. 5) que les premiéres cellules de collenchyme apparais-
saient précocement sous |'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 grice 3 une production intense de
polysaccharides par I'appareil de Golgi. Dans le collenchyme différencié, les
parois sont constituées de trés nombreux feuillets concentriques de fibrifles
cellulosiques alternativement perpendiculaires et paralidles 3 I'axe de la cellule.
Ces parois demeurent extensibles et permettent |’élongation de I'organe. La cellule
reste vivante et peut renfermer des chloroplastes (fig. 15).

Fig. 15 — Collenchyme d‘un pétiole de Carotte; coupe transversale examinée au microscope
#lectronique aprés ombrage. Noter I'épaisseur de la paroi secondaire (Ps) formée de plusieurs
couches. Pp : paroi primaire. (Cliché J.C. Roland).
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18 A.M. CATESSON

b) Le sclérenchyme

On regroupe sous ce nom des cellules de formes assez diverses et caractéri-
sées par une paroi trés dure (oxAepos = dur). Lorsque la croissance cellulaire
est achevée, il s'ajoute a la paroi primaire une nouvelle couche pariétale constituée
de strates de fibrilles cellulosiques trés serrées : c’est la paroi secondaire. Ultérieu-
rement, I'ensemble se lignifie et le contenu cellulaire dégénére plus ou moins vite.
Le sclérenchyme peut étre 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. 16) : 5 centimétres chez le Lin, 22 chez la Ramie.

Fig. 16 — Faisceau de fibres (f} de céleri, plus ou moins dilacéré.

LES TISSUS CONDUCTEURS

Xyléme et phloéme sont des tissus complexes, c’est-a-dire formés par des
ensembles de cellules & caractéres et & roles particuliers. On y distingue des cellu-
les conductrices proprement dites : les tubes criblés dans le phloéme, les trachéi-
des (fermées & leurs extrémités) et les vaisseaux (ouverts 3 leurs extrémités) dans
le xyléme. Il sy adjoint des parenchymes ayant souvent un réle de réserve : paren-
chyme vertical aux cellules étirées dans I’axe de I'organe, parenchyme horizontal
allongé perpendiculairement. Enfin des fibres renforcent la résistance de ces tissus
{tableau 1). Les parois des cellules phloémiennes demeurent cellulosiques sauf
celles des fibres. Dans le xyléme, fibres, trachéides et vaisseaux sont toujours
lignifiés, les cellules parenchymateuses peuvent rester cellulosiques chez les plantes
herbacées. Il 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
particuliéres. Elles renferment de nombreux plasmodesmes lorsquelles sont
situées entre deux cellules vivantes (fig. 17 page 20).
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20 A.M. CATESSON

Fig. 17 — Schéma d'un fragment- de coupe longitudinale de bois montrant deux vaisseaux
(V1 et V3) et plusieurs cellules de parenchyme. gl : globule lipidique; po : ponctuation; Pp :
paroi primaire; Ps : paroi secondaire. Autres légendes cf fig. 9 et 10.

Les tubes criblés sont des cellules vivantes mais dépourvues de noyau;
chez les plantes pérennantes ils vivent rarement plus d'une saison sauf chez la
Vigne par exemple. Les vaisseaux et les trachéides meurent a la fin de leur diffé-
renciation et restent rarement fonctionnels plus d'une année. Les fibres peuvent
également dégénérer a leur maturité ou bien demeurer vivantes et servir de cellules
& réserves pendant un ou deux ans. Les parenchymes restent vivants plusieurs
années; ils accumulent & I'automne des réserves {amidon, lipides, protéines) utili-
sées au printemps lors du débourrage des bourgeons, avant la reprise de la photo-
synthése. Dans un arbre ou un arbuste, les parties les plus 4gées du phloéme sont
écrasées et exfoliées {p. 8); le bois récent contenant de nombreuses cellules
vivantes constitue l'aubier, le bois plus ancien ol toutes les cellules sont mortes
est le bois de cceur,
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Chez les Coniféres la structure du bois est relativement simple car il ne
comprend que des trachéides, des rayons de parenchyme horizontal et, le cas
échéant, les cellules sécrétrices bordant les canaux & résine : c’est un bois homo-
xyké (fig. 18 A) caractérisé par une certaine homogénéité des cellules. Chez les
plantes & fleurs au contraire, le bois est trés hétérogéne puisqu’il est constitué de
vaisseaux, de trachéides, de fibres, de parenchyme horizontal et vertical : c’est un
bois hétéroxylé (fig. 18 B).

Fig 18 — Aspect en coupe transversale de bois différents. A : bois homoxylé de Pin & cro-
chets; r : rayon de parenchyme horizontal; T : trachéide. B : bois hétéroxylé de Sureau avec
@8 gros vaisseaux V, des fibres F et des cellules de parenchyme P de pius faible diamétre;
&b : cambium. (Cliché J.C. Roland obtenu par microscopie & balayage).

IV. UN EXEMPLE DE DIFFERENCIATION :
BIOGENESE DES PAROIS LIGNIFIEES

, L'importance du matériau bois a provoqué bon nombre d'études concer-
t ment |'architecture des parois lignifiées. Actuellement, I'organisation de la matrice
i polysaccharidique commence & étre connue comme Roland I'explique dans ce
- Bwre mais les relations spatiales entre lignine et polysaccharides restent encore
. mal comprises. Un moyen d’approche de ce probléme est de suivre conjointement,
grdce aux techniques récentes de cytochimie ultrastructurale, la mise en place des

Sfvers constituants paréig B PONTE LS GEEPRBRODS ol aneuse.
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22 A.M. CATESSON

CARACTERES ULTRASTRUCTURAUX DES PAROIS LIGNIFIEES

L analyse biochimique des parois lignifiées montre une composition globale
qui est d’environ 50 % de cellulose, 30 % de lignine, 10 % d’hémicelluloses, plus
des pectines. Mais ces différentes substances ne sont pas réparties de fagon uni-
forme, comme en témoignent les tableaux 11 et 11l. On constate que la teneur en
pectines, en hémicelluloses et, d'une fagon générale, le matériel matriciel isotrope
diminuent depuis la lamelle moyenne jusque dans la paroi secondaire alors que
c’est I'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 prés de
70 % de la teneur totale en lignine {(voir Frey-Wyssling, 1976; Preston, 1974).
C’est ce que confirment les observations en microscopie électronique (fig. 19).

La structure de la paroi secondaire qui résulte de la texture paralléle des
microfibrilles d'un méme feuillet varie suivant ies cellules. Elle est simple dans les
vaisseaux, sauf exception, tandis qu’elle révéle dans les fibres et les trachéides
plusieurs couches classiquement appeliées S;, Sz, S3 qui peuvent elies mémes
étre subdivisées (cf. Roland dans ce livre). Cellulose et lignine constitueraient
deux matrices s’interpénétrant ol la lignine serait plus concentrée suivant des
lignes radiales ou des lamelies concentrigues (Ne‘éessany et coll.,, 1965; voir
Preston, 1974). Comme la délignification ne modifie pas le diagramme de diffrac-
tion aux rayons X de la cellulose, il semble bien que la lignine soit déposée &
I’extérieur et non a I'intérieur de la microfibrille de cellulose (voir Preston, 1974).
La question se pose toutefois de savoir si elle enrobe chaque microfibrille ou s'il
existe des couches alternées de cellulose et de lignine.

Fig. 19 — Coupe transversale de fibres (F) d'Oeillet vues au microscope électronique. La
lignine réagit avec le réactif de Coppick et Fowler en donnant des précipités d'argent : ceux-
ci sont beaucoup plus abondants dans la paroi primaire (Pp) que dans la paroi secondaire
(Ps). {Cliché Y. Czaninski).
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TABLEAU II

Variation de la composition de la paroi cellulaire au cours de la différenciation
d’une cellule cambiale de Sycomore en fibre-trachéide.
(d'aprés D.H. Northcote, Symp. Soc. Exp. Biol., 17, 1567-174).

Cellule cambiale Fibre trachéide
(mug) (mug)
Substances pectigues 2,3 5,8
Cellulose 5,6 62,8
Hémicellulose 6,9 495
Lignine - 39,7
Poids total de la paroi/1 cellule 15,3 160,0
TABLEAU I

Pourcentage de polysaccharides dans les différentes couches de la paroi d’une fibre
) (d'aprés Preston, 1974).

Paroi primaire Paroi secondaire
Polysaccharides S, S, S, +83
partie partie
externe interne
% % % %
Bouleau
Galactane 16,9 1,2 0,7 0,0
Cellulose 414 49,8 48,0 60,0
Glucomannane 3.1 2,8 21 5,1
Arabinane 13,4 1,9 15 0,0
Glucuronoxylane 25,2 44 1 47,7 35,1
Epicéa
Galactane 201 5,2 1,6 3,2
Cellulose 35,2 615 66,5 475
Glucomannane 7.7 16,9 246 27,2
Arabinane 294 0,6 0,0 24
Arabinoglucuronoxylane 7.3 15,7 7,4 194

La cytochimie ultrastructurale révéle des différences entre paroi primaire
et paroi secondaire (Czaninski, 1979) qui réflétent peut-étre la diversité d’organi-
sation du complexe lignine-polysaccharides. Ces derniers sont faciles 8 mettre
en évidence par les réactifs appropriés dans les parois primaires qu’elles soient

lignifiées ou non; entre deux vaisseaux une hxdrolyse Eartielle a lieu dans la
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24 A.M. CATESSON

paroi des ponctuations ol ne subsistent que les pectines acides méthylées (fig.
20}. Par contre, dans les parois secondaires lignifiées, une réaction nulle ou trés
faible est obtenue avec le PATAg, ce qui indique que les radicaux vic-glycols ne
sont pratiquement plus accessibles : ceci peut étre dd au degré de cristallisation
des polysaccharides, & une trop grande compaction des fibrilles ou bien & un
masquage des vic-glycols par diverses substances; dans cette paroi secondaire, la
lignine semble constituer des strates paralléles de périodicité voisine de 10 nm, ce
qui est la largeur d'une fibrille élémentaire de cellulose (Czaninski, 1979; Frey-
Wyssling, 1976). La disposition de la lignine ne semble pas aussi réguliére dans
la paroi primaire.

Fig. 20 — Schéma montrant la structure des parois entre vaisseaux (V1, V2) entre vaisseaux
et cellules de parenchyme, ou entre cellules de parenchyme (P1, P2). Aprés le réactif PATAg,
la paroi primaire (Pp) est bien constrastée sauf au niveau des ponctuations entre 2 vaisseaux:;
la paroi secondaire (Ps) n‘est pratiquement pas contrastée (comparer & la figure 17).

ELABORATION ET LIGNIFICATION DE LA PAROI AU COURS DE LA
DIFFERENCIATION D'UNE CELLULE LIGNEUSE

Prenons comme exemple un vaisseau ol la structure de la paroi secon-
daire est relativement simple. Les différentes phases de la différenciation de cette
cellule & partir d’une cellule procambiale ou d'une initiale fusiforme sont carac-
térisées par (fig. 21) : .
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Fig. 21 — Schéma de la différenciation d'un vaisseau & partir d’une initiale fusiforme du
cambium. 1 : celluie initiale; 2 : accroissement du volume celiulaire et nucléaire; 3 : proli-
fération golgienne; début de la formation de la paroi secondaire; début de dégénérescence
nucléaire; 4 : les épaississements secondaires sont en cours de lignification; la dégénéres-
cence nucléaire s'achéve; 5 : vaisseau compiétement différencié; le cytoplasme a été totale-
ment hydrolysé. Pp : paroi primaire; Ps : paroi secondaire; po : ponctuation; N : noyau;
v : vacuole.

— une importante augmentation du volume ceilulaire,

— un accroissement du volume nucléaire suivi d'une dégénérescence du noyau,
I’élaboration d’'une paroi secondaire discontinue au niveau des ponctuations,
la lignification des parois primaires et secondaires,

— la dégénérescence du cytoplasme et I’hydrolyse totale des parois transversales.

A la fin de la phase d'accroissement ceilulaire, débute une période d’intense
activité golgienne au cours de laquelle le contenu polysaccharidique des vésicules
est incorporé a la paroi (fig. 22). Les épaississements secondaires ne sont cepen-
dant pas mis en place de fagon quelconque : ils constituent des dessins caractéris-
tiques (annelés, spiralés, rayés, ponctués) qui varient suivant I’dge de l‘entre-
nceud et I'espéce. Les zones privilégiées ol se font les dépdts 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
ceux-ci, par la colchicine par exemple, entraine une élaboration anarchique de
la paroi secondaire (Hepler et Foskett, 1971; Brower et Hepler, 1976). Au mo-
ment de |'édification des ornementations secondaires, débute I'incrustation par
& lignine de la lamelle moyenne puis de la paroi primaire. Elle gagne ensuite le
reste de la paroi. Les précipités d’argent de la réaction de Coppick et Fowler (cf.
Czaninski, 1979) caractérisant la lignine sont d’'abord légers et diffus; ils devien-
nent abondants le long de la paroi primaire puis s'étendent progressivement &
toute I‘ornementation secondaire, montrant une disposition en couches parallé-
les lorsque I'angle des coupes est favorable. Au fur et & 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 fig. 21). Les polysaccharides sont contrastés par le PATAg. Pp : paroi
primaire; Ps : paroi secondaire. Cette derniére se constitue grace & I’apport de matériel par
les vésicules golgiennes, vg, qui viennent s'ouvrir au niveau de la membrane plasmique mp.
La partie basale de I'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 vic-glycols, s‘atténue
puis s'annule presque complétement (fig. 23). Pour I'instant, nous ne pouvons
dire s’il y a 1a une relation de cause 3 effet {Catesson et Czaninski, résultats non
publiés).

La lignification n’est donc pas simultanée du dép6t des polysaccharides,
mais le suit plus ou moins rapidement. C'est encore plus net pour les trachéides
que pour les vaisseaux; dans les premiéres, chaque couche pariétale, S1, Sz, S3, est
édifiée bien avant que ne commence la lignification : la couche S3 peut étre ache-
vée avant que S, ne soit lignifiée (voir Preston, 1974).

La réaction de Coppick et Fowler conserve mal les ultrastructures cytoplas-
miques et ne peut donc étre utilisée pour rechercher les précurseurs de la lignine
ni pour identifier les organites responsables des diverses phases de sa biosynthése
{voir Monties, ce volume). Des expériences assez anciennes (Pickett-Heaps, 1968)
ont localisé des précurseurs marqués (phénylalanine, acide cinnamique) & la fois
dans le réticulum et I'appareil de Golgi avant de montrer leur incorporation dans
la paroi. Des travaux biochimiques plus récents ont reconnu la présence des
enzymes de la biosynthése des composés phénoliques dans la fraction microso-
male du cytoplasme, essentiellement composée du réticulum et de I'appareil de
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Fig. 23 — Schéma permettant de comparer les réactions obtenues avec le réactif PATAg
pour les polysaccharides (A) et avec celui de la lignine (B) lors de I'édification de la paroi
secondaire des vaisseaux. Le stade correspond a celui de la figure 22. Dans les deux cas la
paroi primaire (Pp) est bien marquée tandis que, dans la paroi secondaire (Ps), seule la frange
interne, non encore lignifiée, donne une réaction intense avec ie PATAg.

Golgi (Alibert et coll., 1977; Czichi et Kindl, 1977). Tout récemment, ces enzy-
mes ont été localisées en abondance sur la fraction « réticulum » {Herdt et Wier-
man, 1978). Il semble donc que les premiéres étapes de la biosynthése des poly-
phénols aient lieu au niveau du réticulum mais il n‘existe pas encore d’argument
définitif suggérant que leur transit vers la paroi se fasse plut6t par la voie réticu-
laire que par la voie goigienne. Etant donné I'imprécision relative des techniques
utilisées jusqu’ici pour trancher cette question, une autre approche pourrait étre
"étude de la localisation infrastructurale des diverses enzymes impliquées dans la
biosynthése de la lignine. Parmi ces enzymes, les seules & pouvoir étre facilement
localisées par des techniques cytoenzymologiques sont les peroxydases. Elles
agissent 3 la fin de la biosynthése en assurant la polymérisation oxydative des
acides cinnamiques (voir Monties, ce volume). En microscopie & la lumiére (fig.
24), il est facile de localiser dans les parois en cours de lignification des peroxy-
dases réagissant avec les fonctions syringiles (Catesson et coll., 1978). La trans-
position & I'échelle ultrastructurale ne permet pas d‘utiliser des substrats aussi
spécifiques : dans les parois primaires, il est peu aisé de distinguer les isozymes
intervenant dans la lignification parmi toutes les peroxydases qui y sont parti-
culiérement abondantes; dans les parois secondaires en fin d’élaboration il n‘existe
qu’une activité peroxydasique transitoire vraisemblablement liée 3 la biosynthése
de la lignine.

*
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Fig. 24 - Coupe transversale
d'une tige d'Oeillet en crois-
sance. Mise en évidence de
peroxydases agissant sur le radi-
cal syringyl (oxydation de la
syringaidazine en  présence
d’H202) dans les fibres en cours
de différenciation (f). F : fibres
déja différenciées.

L’élaboration de la paroi secondaire et sa lignification illustrent bien I'un
des caractéres de la différenciation cellulaire : certaines voies de biosynthése
disparaissent, celle des pectines dans le cas du xyléme 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 1a réprimées dont la mani-
festation est contrdlée par un certain équilibre des régulateurs de croissance. '

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

V. CONCLUSION

L.a différenciation est un processus conduisant @ une modification stable
et, en principe, irréversible de la structure et du métabolisme d'une cellule en vue
d’accomplir une fonction particuliére. Cependant, chez les végétaux, la différen-
ciation n'est pas toujours acquise définitivement et nombre de cellules peuvent
faire retour a un état méristématique : ce phénoméne de dédifférenciation est a
la base, entre autres, de la multiplication végétative et du bouturage des plantes.
Par contre les celluies conductrices de la séve, et le bois de fagon plus générale,
sont de bons exemples de différenciation irréversible.

Les diverses étapes de la différenciation sont soumises au contrble généti-
que de la cellule et sont modulées par I’action des régulateurs de croissance pro-
duits par la plante. Elles sont également influencées par |'environnement : par
exemple, la lumiére, la sécheresse favorisent le développement des tissus conduc-
teurs et la lignification.
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Ultrastructure et texture
des polysaccharides
dans la paroi des cellules végétales

On oppose classiqguement les « cellules nues » des animaux, dont le cyto-
plasme est seulement limité par une membrane, la membrane cytoplasmique ou
plasmalemme, aux ¢ cellules revétues » des plantes et des bactéries qui secrétent
autour de leur plasmalemme une paroj rigide et résistante.

Des observations récentes modifient sensiblement les connaissances sur le
role et la structure de la surface des cellules des deux régnes 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 » (le cell-coat des auteurs anglosaxons, également appelé g/yco-
calyx}. Ce revétement est de nature glucidique et glycopraotéique. Il joue un réle
d‘intermédiaire actif, recevant des informations extérieures qui sont ensuite trans-
mises au cytoplasme. Il est trés apparent en microscopie électronique dans les
cellules animales assurant des échanges intenses. Certaines possédent 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 confére
des propriétés mécaniques particuliéres. Trés rares sont les cellules qui en sont
dépourvues (gamétes et spores nageuses des Cryptogames, plasmode de Myxo-
mycétes...).

La paroi forme, entre le milieu et le contenu protoplasmique,un systéme
tampon, voire un écran, qui intervient de multiples fagons dans la vie des tissus
et des organes. Elle correspond & un véritable « milieu intérieur » pour la plante.
C'est dans ce compartiment que le cytoplasme puise les diverses substances néces-
saires & son métabolisme et rejette les composés — sécrétions et déchets — qu’elle
élabore. Perméable & I'eau et aux métabolites, la paroi s'oppose & la pression
osmotique interne et assure la turgescence et le maintien de I'organisme. Les
cellules jeunes qui sortent de I'état méristématique, sont en outre capables de
s'accroitre de fagon considérable et rapide; elles se trouvent donc logées dans
une enveloppe & la fois résistante et extensible, ce qui implique une organisation
et des mécanismes régulateurs trés précis. Ultérieurement, lorsque la croissance
a cessé, des modifications structurales et chimiques apparaissent qui contribuent
en général de fagon essentielle & 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
la paroi (fig. 1 et 2). La /amelle moyenne est la formation la plus périphérique.
Dans les tissus, elle est commune aux cellules contiglies 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. Cette derniére
est en général forte (méristéme, tissus conducteurs, tissus de soutien, épiderme...);
parfois les pectines se dissocient et les cellules se trouvent isolées les unes des
autres. Ce phénoméne qui résulte de I'activité d’enzymes pectinolytiques secré-
tées par le cytoplasme intervient 3 des moments trés précis et déterminants dans
la vie des cellules (tissus sporiféres, lenticelles, coiffe des racines, tissus d'abscis-
sion permettant la chute des feuilles, etc).

L'observation des cultures /n vitro montre que les propriétés de la lamelle
moyenne sont génétiquement fixées (« cultures friables » dont les cellules se

paroi
secondaire

parol primaire

pe
lamelle moyenne

Fig. 1 — Vue perspective d'une paroi disséquée montrant les différents niveaux.
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Fig. 2 — Strates Sy, Sy et S3 d‘une paroi secondaire. Trachéide du bois de pin (x 1 500).
a) Coupe transversale en lumiére naturelle.

b) /dem en lumiére polarisée.

P, : 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 liguide permet d’obtenir
des suspensions de cellules isolées). La cohésion intercellulaire est sous la dépen-
dance d’hormones; ainsi I‘acide abscissique peut activer la séparation des cellules
par clivage des lamelles pectiques. Il est possible expérimentalement de séparer,
puis de réassocier les cellules par I'intermédiaire de leur lamelle moyenne (Leppart
et Colvin 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. Celle-ci apparait chez
les plantes supérieures sous forme de microfibrilles élémentaires de longueur
indéfinie et de diamétre compris en général entre 30 et 40 R {Miihlethaler, 1960).
Ces unités ont tendance 2 se fascier au cours des traitements de préparation pour
la microscopie électronique et elles apparaissent alors soys forme de faisceaux de
microfibrilles dont le diamétre se situe vers 200 & 300 A .

On distingue la paroi primaire la premiére formée des niveaux cellulosiques.
Elle est trés hydrophile et riche en hémicelluloses. L'eau peut représenter jusqu’a
90 % de son poids. La cellulose représente un faible pourcentage des polysaccha-
rides et la charpente fibrillaire y est relativement lache. L'étude cristallographique
montre que 'agencement des chaines glucosidiques est, 3 ce niveau, relativement
peu régulier & I'intérieur des microfibrilles de cellulose {Chanzy et coll. 1978).
La paroi primaire est la seule enveloppe fibrillaire 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 secondaire, inextensible. Celleci est variable d'un tissu 3 l'autre;
d‘une fagon générale elle est peu hydratée (20 % ou moins d‘eau). La charpente
fibrillaire y est toujours trés compacte. La cellulose y est hautement cristalline.
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1. DISPOSITION DES POLYSACCHARIDES

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

L’'ORGANISATION DES PAROIS SECONDAIRES

Grace a la compacité de la charpente cellulosique, les parois secondaires
supportent sans déformation importante les traitements nécessaires pour |’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 parallélement entre elles. L'orientation des fibrilles par rapport
& I'axe de la cellule est variable d'une strate & |'autre, et spécifique. Ceci produit
des inégalités dans le rétablissement de la lumiére polarisée et conduit & distinguer
classiquement trois régions qui sont particuliérement nettes dans les trachéides
et les fibres du bois : S; (externe), S, (médiane), S3 (interne). S; et S3 sont

Fig. 3 — Orientation des fibrilles de cellulose dans les strates d’une paroi secondaire. Trachéide

du bots de conifere. Les coystgs BISIOAiEd Y EITABREVE dgnsfoines espéces

{d’aprés R.D. Preston, 1974
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constituées de fibrilles inclinées par rapport a |'axe cellulaire. S, qui est la partie
la plus épaisse est formée d'un nombre variable d'assises dans lesquelles |'orien-
tation de la cellulose est plus redressée par rapport a I'axe cellulaire. Des orien-
tations intermédiaires existent entre les strates {fig. 3). Dans certaines espéces,
S5 manque (Preston, 1974).

L’'organisation des parois secondaires apparait toujours trés précise et spé-
cifique. Les fibres du bois et les fibres textiles ont fait I'objet d’études détailiées,
car leurs propriétés mécaniques dépendent directement de i’agencement de leurs
parois secondaires. Celui-ci résulte d'une régulation trés précise ol interviennent
facteurs internes et externes. C'est un exemple bien typique qui montre une inter-
action étroite entre l'activité génétique propre & chaque cellule et |'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 particuliéres épaisses, les « couches gélatineu-
ses », G, qui, suivant les cas, s'ajoutent ou se substituent aux strates S, et S3
(fig. 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 stratifiée en lumiére 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 ou des fibrilles de xylane, de mannane, de chitine forment |'arma-
ture résistante. Il se rencontre aussi chez les plantes supérieures, en particulier
dans les cellules qui stockent dans la paroi des polysaccharides de réserve. La
fig. 5 montre des parois épaissies du tissu de réserve, I'albumen, d'une graine
de jacinthe des bois (Endymion). Ces parois sont constituées par des dépéts
massifs de glucomannanes qui seront digérés par |'embryon au moment de la
germination de la graine (Goldberg, 1970).

4
]
O 0

e 4
% I ICIS
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..:.0‘0.0.0. <
R 55

".'Q..s
2 ~§=.:Q04'
2
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Fig. 4 — Modification de la texture des parois dans les fibres du bois de réaction.
a) Structure habituelle {témoin).

b) Modification de S.

¢) Modification de Sj.

d) Elaboration d'une strate supplémentaire.

G :couche « gélatineuse ». P : paroi primaire.
{d’aprés A.B. Whidto P HeYMERES VEGETAUX Vol. 2 - part 1
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Fig. 5 — Paroi constituée par |'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 tors de la germination.

a) Coupe de graine miire. Lumiére naturelle. (x 800).

b) idem en lumiére polarisée. On distingue un phénoméne de croix noire autour de chaque
ponctuation.

¢} Fibrilies de la paroi secondaire (x 25 000).

L'ORGANISATION DES PAROIS PRIMAIRES

L’organisation des parois primaires a donné lieu & des controverses qui
résultent en grande partie de leur fragilité. Il est difficile en effet de réaliser de
bonnes préparations sans perturber l'édifice ténu qui les constitue. Lorsqu’on
soumet ces parcis & un ombrage sans précautions spéciales, les microfibrilles de
cellulose apparaissent sans ordre particulier; elles forment une sorte de feutrage
aux mailles plus ou moins larges. Classiquement, on tend a définir les parois
primaires comme celles qui ont une .« structure dispersée ». Les observations les
plus récentes conduisent 3 penser que cet état dispersé résulte en grande partie
des méthodes de préparation ou qu'il n‘existe que dans une partie de la paroi
en croissance (voir Roland et Vian, 1979). Lorsqu’on procéde & des mises en
évidence beaucoup plus douces comme le permet fa 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 relichement de certaines liaisons interfibrillaires et un
glissement sous I'influence de tensions dues & la turgescence interne. Le plus
souvent, la croissance est orientée, c’est-a-dire que certaines unités glissent les
unes conftre 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 I"hypoco-
tyle de soja. Coupe transversale a I’axe d‘élongation. La disposition stratifiée est bien visible.
Elle est due a I'alternance de polysaccharides disposés transversalement et longitudinalement.
pm : plasmalemme.

Entre les strates croisées existent des lamelles intermédiaires dans lesquelles
V'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 & I’axe cellulaire. Ce
serait une erreur de penser que de telles figures indiquent une réelle courbure des
chaines 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 particuliérement 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 liaisons covalentes et, semble-
t-til par places par des liaisons hydrogéne, notamment entre la cellulose et les
chaines d’hémicelluloses. C'est donc une enveloppe parfaitement définie qui
entoure complétement la cellule en croissance. Dans ce réseau s'intercalent
des chaines peptidiques riches en hydroxyproline, liées également de fagon cova-
lente & des chaines d'arabinanes et de galactanes. Cette partie peptidique constitue
I’extensine (Lamport, 1970}. Quantitativement réduite (elle représente quelques %
du poids sec des parois primaires) eile pourrait avoir un réle structural et fonc-
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Fig. 7 — Disposition croisée des strates successives dans une paroi analogue 2 celle de la
figure 6.

a) Texture croisée semblable & un contreplaqué. L'ensemble est flexible et résiste dans les
deux directions du panneau.

b) Détail des fibrilies dans les strates orthogonales X et V.

p : liaisons interfibrillaires dont la rupture différencielle permet un glissement et une crois-
sence orientée.

tionnel important mais encore mal démontré. En toute rigueur, I'édifice macro-
moléculaire caractérisant la paroi primaire est donc une gl/ycoprotéine. Dans cet
édifice sont incorporés des complexes enzymatiques variés tels que des peroxy-
dases, phosphatases, invertases {(voir Chrispeels, 1976; Lamport, 1970) suscepti-
bles de modifier I'environnement cellulaire et les substances qui transitent dans
le compartiment paroi.

Ainsi, d’'une fagon trés générale, les polysaccharides sont typiquement
ordonnés dans les parois et les chaines sont disposées selon des hélices dont le
pas est plus ou moins surbaissé par rapport & I'axe cellulaire. Dans les tissus des
plantes supérieures, il est trés difficile de suivre I'agencement sur tout le pourtour
de la cellule et, notamment, 3 ses extrémités. Les algues unicellulaires se prétent
mieux aux reconstitutions tridimensionnelles entiéres. Les résultats obtenus sur
Glaucocystis par exemple montrent une charpente fibrillaire convolutée trés carac-
wéristique (fig. 9). Les fibrilles ne se terminent pas aux extrémités des cellules mais
décrivent des boucles qui contournent des points, ou « centres de rotation »,
. situés 3 égale distance des pdles (Willison et Brown, 1978 a et b).

Un probléme qui mérite d'étre souligné est que, malgré de nombreuses re-
cherches, on ne voit que trés exceptionnellement au sein des parois des terminai-
' sons libres de fibrilles. Le nombre des fibrilles par cellule ou pai strate pariétale

reste trés controversé. Certains auteurs considérent méme qu’un petit nombre de

fibrilles, voir qu’une seule fibrille, (Maclachlan, 1976) entoure la cellule en étant

disposée un peu comme une bobine de fil ou un écheveau de laine. Au moment

' de la croissance, ces ou cette fibrille trés longue serait rompue par place sous
LES POLYMERES VEGETAUX Vol. 2 - part 1
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Fig. 8 — Parois sectionnées obliquement par rapport & I'axe de croissance.
La disposition des polysaccharides apparait plus ou moins croisée et torsadée (figures « en
arceaux »).

I"influence de cellulases et « réparée » ultérieurement par intercalation de maillons
glucosidiques supplémentaires résultant de I’activité de glucanes-synthétases. On

constate en effet que la croissance met en jeu a la fois des activités glucane-synthé-
tiques et glucanasiques.
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Fig. 9 — Disposition des microfibrilles de celiulose dans la paroi de Glaucosystis, algue verte
unicellulaire.

a) Vue schématique d’ensemble, la cellule étant supposée transparente.

b) Détail des trois centres de rotation des fibrilles & un pole cellulaire.

(d'aprés J.H.M. Willison et R.M. Brown, 1978 a et b).

111. POSITIONNEMENT DES POLYSACCHARIDES

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

Les parois n‘ayant pas I'équipement enzymatique suffisant pour fabriquer
leurs propres constituants, il est nécessaire que des unités préformées leur soit
fournies. Cet approvisionnement résulte d’'un flux sécrétoire dont I‘appareil de
Goigi et le plasmalemme sont les éléments principaux. A leur niveau sont poly-
mérisées les chaines osidiques qui sont déversées et s'accumulent dans le péri-
plasme. Dans cette région se produit le positionnement des unités et leur incor-
poration a la paroi (fig. 10 et 11).

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

1) une étape de polymérisation et d'allongement des chaines par liaisons osidi-
ques. Elle fait intervenir du glucose activé sous forme de nucléotides-sucres
{uridine-diphosphoglucose ou guanosine-diphosphoglucose). Les enzymes de
synthése — glucane-synthétases — paraissent incorporés au plasmalemme (fig.
12);

2) une étape d’association des chaines du glucoses, essentiellement par liaisons
hydrogéne, en édifices géométriques de type cristallin. C’est la « fibrillogénése »
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Fig. 10 — Sécrétion de polysaccharides, orientation dans le périplasme et incorporation 3 Ia
paroi P. Cambium de chéne. pm : plasmalemme; v ; vacuole.
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Fig. 11 — Ensemble des événements impli-
qués par la mise en place des polysacchari-
des dans une paroi (par exemple paroi épi-
dermique; cf. figures 6 et 8).

Dans le cytoplasme un flux de membranes
(fléche) aboutit & la sécrétion de précurseurs
polysaccharidiques. Un certain nombre de
facteurs morphogénétiques M (autoassem-
blage, contrdle membranaire...) les ordon-
nent et les positionnent en une paroi tri-
dimensionnellement définie.

G : appareil de Golgi (dictyosome); RE :
reticulum endoplasmique; pm plasmal-
lemme; f : fibrille polysaccharidique.

X, Y : strates croisées de polysaccharides
pariétaux; i : strates intermédiaires donnant
un aspect torsadé, « en arceaux » aux
sections,
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proprement dite. Elle suppose des conditions physicochimiques particuliéres qui,
chez les plantes supérieures, sont celles du périplasme des cellules turgescentes.
L'accroissement des microfibrilles est terminal et ne se fait pas, dans les condi-
tions biologiques, par association de chaines de glucoses préformées indépen-
dantes. Cette fibrillogénése suit immédiatement la polymérisation:

3} une étape de positionnement et |'orientation des nouvelles fibrilles selon des
angles définis et changeant au cours du temps.

Si les étapes de synthése sont maintenant bien connues grice 3 de nom-
breux travaux biochimiques (voir Loewus, 1973), la fagon dont la cellule réalise
le positionnement et exerce son activité morphogénétique reste assez mysté-
rieuse. Dans |'état actuel des connaissances, il semble que au moins deux types
d’activité interviennent : des phénoménes membranaires et, des phénomeénpes ,
% 1d’autoassembiage. P ajaﬂ:)ﬁw/a/ to Hibrous oo/rnf/o/a/i/te, the Mjéf' mﬂ%

s s s s s s s s =
' !
wao extended fo wuam,o/m/o/&uyl,bgam om/hurm
PHENOMENES MEMBRANAIRES

LETEYTERERES 7

Les synthétases incorporées au plasmalemme peuvent contribuer de plu-
sieurs fagons a la réalisation d'une texture tridimensionnellement définie. Miihle-
thaler (1969) a proposé un modéle ol les enzymes sont groupéesen complexes
dont I'agencement conduit & une polymérisation et une fibrillogénése simuitanée
(fig. 13 a). Pour Preston (1974) I'ordonnance de systéme glucane-synthétasique
produit des fibrilles positionnées simultanément dans les trois directions de I'es-
pace (fig. 13 b). Par ailleurs, il est bien acquis maintenant que les membranes
comme le plasmalemme sont des édifices fluides dans lesquels les particules et

Fig. 13 — Fibrillogénése. Modéles de systdmes synthétasiques.

al Systéme ordonné et incorporé au plasmalemme, pm. (d‘aprés K. Mihlethaier, 1969).

b) Orientation simultanée des fibrilles, f, dans trois directions de 'espace (d'aprés R.D.
Preston, 1974).

f : fibrille; s : glucane-synthétase.
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a b

Fig. 14 — Déplacement intramembranaire de systémes synthétasiques.

a) Déplacement dans le plasmalemme, pl, positionnant la fibrille, f.

b} Détail. Le mouvement pourrait étre guidé par des microtubules, mt, cytoplasmiques en
assemblage et désassemblage permanent via des protéines contractiles, p.

p : paroi; s : glucane-synthétase; t : tubuline.

notamment les enzymes et systémes synthétasiques peuvent se déplacer. Ce dépla-
cement peut étre une des cause de l'orientation des sécrétions (fig. 14 a). Le
plasmalemme est sous-tendu par une sorte de cytosquelette constitué de micro-
tubules, particuliérement 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 trés définies comme les trachéides, de nombreux
auteurs ont été frappés par le fait que I'orientation des microtubules préfigure
celle des fibrilles dans la paroi (voir Newcomb, 1969). Les microtubules sont des
formations labiles en assemblage et en désassemblage permanent & partir de sous-
unités de protéine globulaire, la tubuline. I 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 empéchent I‘assemblage des microtubules & 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 & penser que des complexes synthétasiques
tels que les cellulose-synthétases localisées dans le plasmalemme sont dirigés par
des systémes protéiques cytoplasmiques tels que les microtubules par I'inter-
médiaire de protéines contractiles (fig. 14 b).
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Fig. 15 — Cytosquelette de microtubules sous-tendant le plasmalemme. Hypocotyle de soja.
a) Coupe rasante au plasmalemme (ce dernier serait situé dans le plan de la page).

b} Coupe transversale au plasmalemme, pm.

mt : microtubule; la fléche indique un pont de matériel dense unissant plasmalemme et
microtubule.

1PHENOMENES D'AUTOASSEMBLAGE
La possibilité de construction d'ensembles macromoléculaires hautement
définis par autoassemblage, c’est-a-dire de fagon 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

.“--------_\~

omme pour les autres types de macromolécules org ues, on définit
pour les polysaccharides des structures primaires, secondaires, tertiaires ou d’ordre
plus éievé. La structure primaire correspond 3 la séquence des sucres dans les
chaines osidiques (nature des sucres, ordre d’enchainement, modes de liaison,
etc). La structure secondaire est définie par I"arrangement qu’adoptent les chaines
osidiques dans I’espace : hélices, rubans, etc. (voir Rees et Welsh, 1977). La struc-
ture tertiaire correspond a la fagon dont les chaines s’unissent ou s’'agrégent entre

LES POLYMERES VEGETAUX Vol. 2 - part 1

62/529

paroj, la question est beaucoup moinsiavancée. ol mains encore edidemmen
pour . f;%.«mm, of %é@% Yo L ubion du Em‘//w: aﬁ Xl et anivantes
iq

)



bernard monties
Droite

bernard monties
Gribouillis

bernard monties
Zone de texte
et moins encore évidemment 

bernard monties
Zone de texte

bernard monties
Zone de texte
pour les lignines en 1980 (voir l'introdution du livre: p. XIII  et suivantes)

bernard monties
Gribouillis


Ultrastructure et texture des polysaccharides dans la paroi des cellules végétales 61

elles et construisent des édifices stables. Une des propriétés trés caractéristiques
des polysaccharides est de former des gefs, c’est-a-dire des vastes réseaux molécu-
laires de texture particuliére entre les mailles desquels se logent d’autres molécules
et le solvant. En solution, les chaines polysaccharidiques sont libres. Lorsqu’il
y a gélification, les molécules établissent entre elles des liaisons diverses (hydro-
géne, salines...) et prennent une conformation nouvelle (fig. 16). Le nombre de
ces liaisons détermine la stabilité du gel. A la limite, lorsque les liaisons 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 a un
solide (Rees, 1969). Un gel d'agar par exemple peut contenir 99,9 % d'eau et

+ —_— + ou
b
H
2 —
f prn ms
1 Gm
s
d

Fig. 16 — Gélification de polysaccharides.

a) Passage d‘une solution de polysaccharides a un gel.

b) Incorporation de nouveaux segments & un réseau (formation de diméres ou d’agrégation;
ex : gel de carragheenanes).

¢) Association de séquences de polyuronates par chélation du calcium Ca+ + (points noirs).
Formation d’un réseau moléculaire en « boite a ceufs » {ex : alginates, pectines).

d) Formation d’un ge! mixte. Par refroidissement :

1)} des molécules de xanthane en solution prennent une configuration hélicoidale réguliére
{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 chaines de mannoses non substituées (ms}. s : région
substituée 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 trés petite
quantité de chaines osidiques peut modifier complétement une grande masse de
solvant. Les « superstructures » polysaccharidiques sont donc sensibiement
différentes de celles des autres types macromoléculaires tels que les protéines ou
les acides nucléiques.

En établissant entre elles des interconnections, les chaines polysaccharidi-
ques construisent des réseaux définis dans les trois dimensions de I’espace. Les
régions d'interconnection ou « zones de jonction » peuvent intéresser deux
chaines ou plus. Elles produisent soit des gels homogénes, formés d’un seul type
moléculaire, soit des gels hétérogénes, constitués par l’association de plusieurs
polysaccharides. Certains ions ont un réle déterminant dans I'établissement des

“

TTTTTA
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Fig. 17 — Ordonnance des gels de polysaccharides.

a) Formation de domaines paralléles réguliers par rapprochement de segments homologues
(d'aprés A. Frey-Wyssling, 1953).

b) Rotation de plans au niveau de chaines osidigues hétérogénes.

Les carrés noirs représentent {'intercalation d’'un sucre particulier (par ex. du rhamnose dans
une chaine de pectines). i en résuite une rupture dans I'alignement et une torsion des seg-
ments suivants (d'aprés D. Reis 1978 a et b).
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liaisons interchaines. Cest le cas du calcium. Par chélation, il s*établit des ponts
qui se répétent réguliérement et conduisent a des ensembles dont la forme est
semblable a celle d'une « boite & ceufs » (fig. 16).

Comme I'avait postulé Frey-Wyssling dés 1953, des domaines réguliers se
forment dans les polysaccharides par rapprochement latéral des chaines (fig. 17 a).

Le phénoméne est favorisé par l'existence de longues séquences répétitives dans
les chaines.

Le phénomeéne de gélification et d’assemblage peut étre provoqué par de
simples modifications physicochimiques du milieu (pH, concentration ionique,
température...). |l est éventuellement favorisé par des activités enzymatiques qui
modifient des fonctions intervenant dans les jonctions. Ainsi, I'estérification et la
désestérification des pectines sous I'action de pectine-estérases changent les pro-
priétés de gélification et la cohésion {on admet que ce phénomeéne intervient pour
faciliter ou freiner Ia croissance).

Des "assemblages ty_piq_ugs_; ont été obtenus /n vitro & partir de sous-unités
de parois bactériennes (voir la revue de Sleytr, 1978) et de parois de Chlamydo-
monas (Catt et coll., 1978). Selon Quatrano et Stevens (1976}, la mise en place
de la paroi du zygote de Fucus est initiée Ppar autoassemblage des alginates dont

" I'excrétion est déclanchée par la fécondation. Ces polysaccharides, au contact

de I’eau de mer, seraient pontés par du calcium en un gel périceliulaire.

Chez les plantes supérieures, les dispositions torsadées des parois (aspect
en arceaux) évoquent les arrangements cholestériques décrits par Bouligand
{1972). 1 semble que les polysaccharides déversés dans le cytoplasme puissent
passer par des états particuliers de « cristaux liquides » ou états mésomorphes
(voir Bouligand 1972, 1974} au cours desquels ils s‘agencent en couches
successives dont les sous-unités sont orientées selon un angle changeant d’une
strate & lautre. Parmi les facteurs produisant un changement d’orientation dans

| des plans successifs, D. Reis (1978 b) suggére que I’'hétérogénéits. chimique de

certaines hémicelluloses provoque des torsions des chaines et des rotations dans
Fassemblage (fig. 17 b).

Des observations récentes effectuées in vitro (Reis 1978 a et b) montrent
Que certaines fractions hémicellulosiques donnent, suivant les conditions, des gels
dispersés homogénes ou des gels hétérostructurés (fig. 18). Dans ces derniers se
rassemblent des nodules ou agrégats de chaines polysaccharidiques qui sont
biréfringents au microscope polarisant et dont la texture en microscopie élec-
wonique rappelle celle des arrangements observés dans la paroi /n vivo. Ces
données conduisent a penser que des phénomeénes d’autoassemblage interviennent
L dans le périplasme. L’ordonnance est modulée par la paroi qui agit comme un
moule ou « patron » (« template » des auteurs anglosaxons). Dans le périplasme,
- des liaisons s'établissent entre les unités polysaccharidiques sécrétées qui assurent
- la rigidification,
L'édifice constitué par les polysaccharides de paroi correspondrait ainsi
. & un état mésomorphe consolidé. || résulterait, au moins en partie, de processus
d’assemblages se produisant spontanément & extérieur du cytoplasme selon la
nature chimique et la concentration des polysaccharides. La nature et la concen-
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tration dépendant de I'activité et de I'intensité de fonctionnement des synthétases
dans les compartiments cytoplasmiques (dérivés golgiens, plasmalemme), c’est
donc en amont du flux sécrétoire que seraient déterminées les futures capacités
d’assemb/lage cles polyméres.

Fig. 18 — Aspect de gels obtenu in vitro a partir d’hémicelluloses de paroi. {fraction alcalino-
soluble des parois de I’hypocotyle de soja). x 14 000.
a et b) gels homogeénes plus ou moins dispersés,

c) ségrégation dans le gel de domaines montrant une ébauche d'ordonnance spontanée
(d’aprés D. Reis, 1978 b).
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Ainsi I'organisation tridimensionnelle des polysaccharides de paroi apparait
comme un processus hautement défini résultant de phénoménes complexes
membranaires ou spontanés agissant vraisemblablement en coopération dans
les conditions naturelles.

-~
=
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Fig. 6 — Disposition des polysaccharides dans une paroi en croissance: Epiderme de I’hypoco-
tyle de soja. Coupe transversale & I’axe d'élongation. La disposition stratifiée est bien visible.
Elle est due & l'alternance de polysaccharides disposés transversalement et longitudinalement.
pm : plasmalemme.

Entre les strates croisées existent des lamelles intermédiaires dans lesquelles
I'orientation des polysaccharides change progressivement et gui 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 a i‘axe cellulaire. Ce
serait une erreur de penser que de telles figures indiguent une réelle courbure des
chaines polysaccharidiques : elles indiquent en fait |'existence de plans de poly-
saccharides dont l'inclinaison est intermédiaire entre deux strates croisées (voir
fig. 11). De tels édifices sont particuliérement 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 liaisons covalentes et, semble-
t-til par places par des liaisons hydrogéne, notamment entre la celiulose et les
chaines d’hémicelluloses. C’est donc une enveloppe parfaitement définie qui
entoure compiétement la celiule en croissance. Dans ce réseau s'intercalent
des chaines peptidiques riches en hydroxyproline, liées également de fagon cova-
lente & des chaines d’arabinanes et de galactanes. Cette partie peptidique constitue
I’extensine (Lamport, 1970). Quantitativement réduite (elle représente quelques %
du poids sec des parois primaires) elle pourrait avoir un réle structural et fonc-
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Les lignines

INTRODUCTION

L’existence de la lignine a certainement été rapportée pour la premiére fois
en 1819, par Braconnot, professeur & |'Université de Nancy. Soumettant des tissus
ligneux 2 I'action d’acides concentrés, il démontra, que le bois est hétérogéne et
qu’il nest 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 que
la fraction des bois qui résiste aux acides est relativement plus riche en carbone
et plus pauvre en oxygéne que la partie polyosidique qui est hydrolysée.

Dés la fin du XiXéme siécle, alors que I’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 troisiéme chimiste frangais, Frémy
en 1883, puisse étre considérée méme 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 caractéres chimiques sont nets... : elle est insoluble dans le réactif amoniaco-
cuivrique, méme aprés action des acides, elle résiste pendant longtemps a I'acide
sulfurique concentré; elle est rapidement attaquée par le chlore, par les hypo-
chlorites et par les oxydants tels que I'acide azotique, I'acide chromique et le
permanganate de potasse. La vascuiose produit sous ces différentes influences
des acides résineux solubles dans les alcalis et peut étre ainsi séparée des corps
cellulosiques ».

Dés 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 |'avait défini dans le cadre d’une théorie trés générale selon laquelle « cha-
que tissu présente une composition chimique et des propriétés spéciales qui
dépendent du rdle physiologique qu’il est appelé & jouer dans la végétation ».
Frémy désignait donc par vasculose fa matiére qui forme les vaisseaux; il n’admet-
tait pas son existence ailleurs, dans le tissu ligneux par exemple. 1| s"opposait en
cela & Payen, autre chimiste frangais, qui affirmait que le bois était formé par
de la celiulose plus ou moins imprégnée d’incrustations organiques; la « matiére
incrustante » n'était autre que la lignine. Ainsi dés le début du siécle 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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Actuellement,on peut considérer comme connue la nature de la lignine :
c’est une macromolécule formée par polymérisation oxydative de monoméres
de la série du phénylpropane; elie est étroitement associée (incrustation) aux
polyosides pariétaux. || convient cependant de reconnaitre que les modalités
de liaisons entre les monoméres commencent tout juste & étre connues et que
I'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 progrés des connaissances sur la lignine a été attribuée au
fait que la résolution de problémes techniques particuliers a conduit souvent 2
des vues partielles et apparemment contradictoires. A ce propos, Péarl parlait
encore en 1967 du « nébuleux concept de lignine ». En conséquence, la présente
revue vise & regrouper des données concernant la chimie et la biochimie de la
lignine; en aucune fagon elle ne saurait étre 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 « Li-
gnins » en 1971. La justesse de cette remarque est confirmée par |'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 « The chemistry
of lignin » qui date de 1952 a succédé un supplément par F. et Dorothy Brauns.
En 1968 vint I'ouvrage de Freudenberg et Neish qui traitait pour la premiére fois
de biosynthése puis vint enfin le « Lignins » cité plus haut qui réunit 19 co-
auteurs.

Compte tenu de ces références, nous nous limiterons ici a regrouper succes-
sivement les données récentes concernant l‘analyse structurale des lignines, la
synthése de polyméres modéles, I’existence d’une variabilité des lignines et enfin
la biosynthése et sa régulation.

Avant d'aborder ces points, quelques remarques préliminaires.

— La premiére concerne le pluriel affecté & « ia lignine » dans le titre de |’ouvrage
de Sarkanen et Ludwig. Ce choix du pluriel vise & rendre compte de la mise en
évidence depuis quelques années de plusieurs types de lignine. La notion d'hété-
rogénéité des lignines est importante A prendre en compte autant lors des études
de biosynthése que lors des essais de dégradation chimique ou de biodégradation
(Kirk et al. 1975). C’est la raison pour laquelle lignines est, ici aussi, écrit au
pluriel. Dans cette revue nous avons choisi d’illustrer, tout particuliérement,
I'existence d'une hétérogénéité des lignines.

— La seconde remarque concerne la traduction d’expressions allemandes ou
anglaises trés caractéristiques (voir par exemple le tableau 1ll) : la traduction
frangaise du texte précéde alors les termes originaux, La nomenclature chimi-
que officielle a été suivie le plus possible avec I'exception de la notation ¢, §,
v usuelle du maillon propane (tableau 1). Enfin « polyosides » ou « polyholo-
sides » ont été employés pour traduire le terme « polysaccharides »; il en a été
de méme pour méthylénequinone (fig. 3) traduisant « quinonemethide ».
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I. STRUCTURE ET PROPRIETES PHYSICO-CHIMIQUES
DES LIGNINES

It est actuellement admis que les lignines sont des polyméres tri-dimen-
sionnels provenant de la copolymeérisation de trois alcools phénylpropénoiques :
alcool coumarylique {hydroxy-1-benzéne-propenyiol-4), alcool coniférylique
(méthoxy-2-hydroxy-1-benzéne-propenylol-4) et alcool sinapylique (diméthoxy-
2,6-hydroxy-1-benzéne-propenylol-4). Dans le tableau | la structure de ces alcools
hydroxycinnamiques est mise en relation avec celle d’autres dérivés apparentés
cités par la suite.

TABLEAU |

Structure et nomenclature courantes des unités phényipropane et des alcools,
aldéhydes, acides benzoiques et phén yipropenoiques

3 2
Notation usuelle a B v 4 , & B Y
Notation Freudenberg. v f « HO c—C—C
5 6
Nom du cycle Hydroxy-benzoyl (H} gaiacyl (G) syringy! (S)
Substitution 3 méthoxy- 3 méthoxy-
du 4 hydroxy- 4 hydroxy- 4 hy'droxy-
cycle 5 méthoxy-
acide en .. - i
C, " p-hydroxy-benzoique vanillique syringique
aldhéhyde hydroxybenzaldéhyde vanilline syringaldehyde
en C; (1) (8) (V) (S)
alcool . el . .
en Co (1) coumarylique coniférylique sinapylique
acide en p-coumarique férulique sinapique
Co (1) {PC) (FE) (st)

(1) Lors du compte des carbones des unités H, G et S ies carbones des méthoxyles sont né-
gligés : les séries Cg dites hydroxycinnamiques correspondant a |'acide cinnamique ou benzy|-
propéne carboxylique, les séries en C sont dites benzoy! par référence a 'acide benzoique ou
benzylicarboxylique.
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La structure phénylpropanoique des monoméres de lignine n'a pu étre
démontrée qu‘aprés la mise au point de méthodes de dégradation suffisamment
douces, qui dépolymérisent le réseau tridimensionnel du polymeére sans dégrader
ni les noyaux aromatiques ni le maillon propane. Jusqu’en 1940 environ, quel-
ques auteurs ont constesté non seulement la structure phénylpropane des unités
monoméres (lignin building units) mais I'existence méme du polymére in situ :
ils supposaient que la lignine extraite se formait 4 la suite de réactions induites
par l'extraction. Depuis, les analyses par microscopie ultraviolette ont permis
de démontrer la préexistence du caractére aromatique de la lignine in situ. 1l
est incontestable cependant que, du fait des opérations d’extraction, les lignines
isolées (lignines d‘extraction) sont différentes des lignines in situ (protolignines).
Afin de préciser ces points fondamentaux, il est nécessaire de décrire briévement
quelques méthodes de dégradation utilisées par la suite pour caractériser les
lignines.

METHODES DE DEGRADATION DES LIGNINES

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

a) Oxydation par le nitrobenzéne

Introduite vers 1940 par !'équipe de Freudenberg, cette méthode a été
jusqu’a ces derniéres années la plus utilisée, de toutes les diverses techniques de
caractérisation des lignines. Le nitrobenzéne provoque une rupture oxydative
entre les carbones & et 3 du maillon propane des monomeéres (tab. I). It en résulte
la formation d'unités en C, (tab. I) : aldéhydes benzoiques (p-hydroxybenzai-
déhyde, vanilline, syringaldéhyde) et des trois acides benzoiques homologues
{tab. I). Parmi les produits obtenus les aldéhydes en C, sont quantitativement les
plus importants : il sont utilisés pour distinguer divers types de lignines (page 143).
Bien que trés utile, cette méthode fournit cependant des informations limitées
sur la structure des lignines parce que certaines liaisons intermonoméres sont
résistantes 3 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 monoméres. C’est aussi le cas des liaisons C-O-C, de type
aryl-aryl-éther, qui s'établissent entre les fonctions phénoliques portées par le
carbone 4 de chacun des alcools et I'un des carbones 2’, 5’ ou 4’ du cycle aro-
matique d’un autre monomére (1). 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 composés autres que les lignines, tels les groupes
tyrosine des protéines et les acides hydroxycinnamiques comme ['acide férulique

(1) Seion la nomenclature de Ludwig et Sarkanen (1971) une liaison de ce type entre carbone
C4 et Cg, ‘est notée liaison (4-0-5).
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et sinapique, sont aussi oxydés en aldéhydes homologues en C, (tab. 1). Pour
ces deux raisons, et malgré son apparente simplicité, cette méthode ne semble
pas devoir étre utilisée seule pour caractériser les lignines.

b) Acidolyse dans le dioxanne

Contrairement 3 la méthode d‘oxydation par le nitrobenzéne, I'acidolyse
dans le dioxanne ne dégrade pas I'unité Co phénylpropane caractéristique des
monomeéres de lignine. Lors de I"acidolyse (Lundquist, 1976) les lignines sont
dégradées sous reflux par \'acide chlorhydrique 0,2 N dans un mélange dioxanne-
eau (9-1 : vol). Il en résulte la formation de produits en Cy homologues des trois
alcools monoméres ainsi que des traces des trois aldéhydes et acides en C., formés
par oxydation du maillon C3, comme par le nitrobenzéne. Au total, on a iden-
tifié 5 types principaux de produits d'acidolyse différents par le mode de substi-
tution de leurs maillons propane soit au total 15 produits d'acidolyse. Ces compo-
sés sont aisément séparés par chromatographie sur couche mince ou en phase
gazeuse (fig. 1). Deux types de produits d‘acidolyse sont quantitativement impor-

-R

T —— e

te
R - CHOH-CO-CH,
+

T - co-CO-CHy

+
+%+/ - CH -CO-CH,

L.t

- - CH, -CO - CH, OH
1 *7  CO-CHOM-CHy
q° /+/
] /“'/ - COOH
4 o+/
E . 7 - ~CHO
, /+/\/
T T T
CH30
O O (O
cHp CHO
H . G S

Fig. 1 — Relation entre la structure de la chaine latérale (R} des trois types de produits
d‘acidolyse (H.G.S) et leur temps de rétention (t,) aprés séparation sous forme de silyléther
par chromatographie en phase gazeuse sur silicones.
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tants: les B—oxy-propanols et les B-hydroxy--propanones caractérisés respecti-
vement par les structures CH, — CO — CH,OH et CO — CHOH — CH3 du maillon
propane (fig. 1). Avec les &, §-propanediones (CO — CO — CH3), ces deux groupes
de composés sont souvent utilisés pour démontrer |'incorporation /n toto du
squelette en Cy de précurseurs biosynthétiques des lignines, par exemple la
phénylalanine ou des acides hydroxycinnamiques. En effet, I'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 & et {3 lors de la polymérisation. La
formation de ces alkyl-aryl-éther résulte d'attaques nucléophiles de ces carbones
(fig. 3 A), elles sont rendues possibles par le réarrangement de la double liaison
o f3 qui résulte lui-méme de I'oxydation des monoméres {voir page 135).

L’existence de ces produits de dégradation peut donc étre considérée
comme une preuve du fait qu’il y a eu formation puis réaction de la double
liaison o , B, donc formation de lignine par polymérisation d’alcools phényl-
propenoiques. C'est la raison pour laquelle la méthode d’acidolyse est actuelle-
ment utilisée autant pour démontrer I'existence des lignines, que pour les carac-
tériser grdce aux proportions relatives des trois types de produits d’acidolyse
(fig. 1). Cependant, comme la méthode d’‘oxydation par le nitrobenzéne, {’aci-
dolyse ne permet de caractériser quela fraction de lignine formée d’unités
monomeéres non condensées. De plus, étant plus spécifique des liaisons alkyl-
éther, les rendements d’acidolyse sont toujours inférieurs 3 ceux d‘oxydation
par le nitrobenzéne. Malgré cela, |'acidolyse présente sur cette derniére méthode
I'avantage de fournir des produits (1) dont le squelette en Cg est caractéristique
des précurseurs.

c) Double oxydation par le permanganate puis I'eau oxygénée

Contrairement aux deux méthodes précédentes, la double oxydation permet
de caractériser 3 la fois les unités monomeéres condensées et non condensées. Pour
empécher la rupture oxydative des cycles aromatiques les fonctions phénoliques
sont bloquées par méthylation avant chaque oxydation. Lors de I'oxydation par
le permanganate, les maillons propanes sont rompus au niveau des carbones
et 7y . La seconde oxydation par I'eau oxygénée, achéve la dégradation des chaines
latérales; il en résulte la formation d’acides phénoliques & squelette en C, et en
C14 provenant respectivement des unités non condensées et des unités condensées
a structure aryl-aryl-éther ou biphénile (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 aprés dégradation alcaline controlée des lignines (Erickson et al.
1973). Les lignines peuvent alors étre caractérisées par les proportions relatives
des différents acides formés par double oxydation ainsi que par les variations
de ces rapports aprés prétraitement alcalin. Evidemment, ces prétraitements ont
pour effet d’augmenter le rendement en acides phénoliques. Le rendement total

(1) Ces produits d'acidolyse sont souvent désignés sous le nom de « cétones de Hibbert »
qui les caractérisa aux environs de 1940.
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est cependant en général inférieur 3 50 % de ia lignine dégradée. Comme les rende-
ments individuels de formation des différents acides ne sont pas connus, la
méthode par double oxydation, bien que trés utile, ne permet pas de caractériser
les lignines en totalité.

9423
COOH
a1: H(RetR =H)
02: G (R.H, R = OCHy)
R R’ a3: S (RetR'=0CH3)
CH30
94 9s5.6 9s
COOH COOH COIH COOH
COOH
CH0 COOH  CHyO R CHy0 oCH,
CH30 CH30 CH30 OCH,
04:6Gqr-alk. 85:Ggr_qik. COOH O, .
a6: Sar.-glk. AN COOM
97:6-0-G gr-qr. CH30 R
a8:5-0-Ggr-gqr 0
OCH,
09:6-G diphen OCHy

Fig. 2 — Structure des esters méthyliques d’acides phénoliques analysés aprés double oxyda-
tion des lignines. Les cycles des unités non condensées H (a 1). G (a3} et S {a3) sont substitués
selon les modes définis dans le tableau 1. Les six principaux acides correspondant a des unités
condensées des séries G et S sont : les esters a4, a5 et ag qui proviennent des liaisons aryl-
alkyl-éther (ar-alk) alors que ag et a; correspondent au aryl-aryl-éther (ar-ar). L'ester ag
provient des structures diphényl (diphen) qui ne peuvent étre formées 3 partir des mono-
meres. Dans la série Syringyl : R =—OCH3.

d) Dégradation par I'acide thioacétique

Comme la précédente, la méthode de dégradation par I'acide thioacétique
permet de caractériser 3 la fois les unités condensées et non condensées qui
fournissent dans ces conditions des monomeéres et des oligoméres & squelette
phénylpropane. L'acide thioacétique provoque l'hydrolyse des liaisons éther-
benzyliques par thioacétolyse. 1l en résulte la formation de S-benzyithioacétates
qui se réarrangent en entrainant la rupture des liaisons B-alkyl-éther et donc la
dépolymérisation des lignines- (Nimz, 1974). Finalement, aprés élimination du
soufre, on obtient une vingtaine d’oligoméres dont le squelette phénylpropane
correspond & celui des trois alcools monomeéres. Ces produits d’acétolyse sont
ensuite fractionnés en mono-, di-, tri-, tétraméres et il reste alors une fraction
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d’oligoméres ayant une masse moléculaire supérieure & 2 000 (tab. I1}. Comme
la méthode d’acidolyse, la thioacétolyse permet donc d’analyser les unités non
condensées sources de monoméres. Sur ce point, etle aussi est préférable 3 I'oxy-
dation par le nitrobenzéne puisqu’elle conserve le maillon propane. Comme la
méthode de double oxydation, la thioacétolyse permet |‘analyse des unités con-
densées qui fournissent des diméres de type diphényle et aryl-aryl-6ther. De plus,
elle permet aussi la mise en évidence d'unités condensées par les maillons pro-
panes. Ces derniéres sont caractérisées par |'existence de liaisons covalentes C-C
entre deux carbones quelconques du maillon propane de chacun des monomeéres.
La présence de ce type de liaisons C-C a été rapportée entre deux carbones 3
(liaison B - B) (') et entre carbones ¢, B ou B, ¥ (liaisons &- Bou &-) (*). Pour
le moment, on admet que seules existent dans la protolignine des liaisons - f3,
les deux autres types seraient formés au cours de I’analyse. Ces derniéres obser-
vations confirment la nécessité du contréle des opérations d’extraction en vue des
études structurales. Quoi qu'il en soit, la caractérisation par thioacétolyse présente
par rapport aux autres méthodes un avantage considérable : son rendement en
produits de dégradation analysables est trés élevé (tab. 11). Donc, méme si cette
méthode,comme les précédentes, donne une image partiellement déformée de la
protolignine, elle présente, sur ces derniéres, I'avantage de donner une image plus
compléte. En conséquence, comme il est possible de déduire & partir des propor-
tions relatives des différents oligoméres la fréquence des liaisons intermonoméres,
la thioacétolyse permet presqu’a elle seule de formuler une description compléte
de la protolignine. Dans le tableau 1l sont présentés les rendements en oligoméres
ainsi que les fréquences des liaisons intermonomeéres de la lignine du Hétre calcu-
lées par Nimz (1974); les résultats concernant la lignine d’Epicea, donnés pour
comparaison, ont été obtenus par d’'autres méthodes discutées par Adler (1977).

Nous reviendrons par la suite sur les différences entre ces lignines et sur la
notion de variabilité. 11 suffit de remarquer ici que les données du tableau Il
permettent de construire, en fonction de la fréquence des liaisons, des formules
développées des lignines de ces plantes. Faisant suite & la premiére tentative
faite, en 1969, par Freudenberg, pour écrire la formule développée de la lignine
d’Epicea, Nimz a donc établi, au moyen des données du tableau I, la formule
correspondant & la lignine du Hétre. Ces deux formules, souvent reproduites
depuis, présentent le désavantage d'étre difficiles & lire & cause du nombre élevé
de monomeéres 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 monoméres; il correspond & la formule
Cy59 Hagy Ogs. Comme I'a fait remarquer Faix (1976), ces formules ne per-
mettent pas de comparer de fagon s(ire et rapide des lignines différentes en fonc-
tion, par exemple, de leur composition monomérique ou de liaisons intermono-
mériques particuliéres. Dans cette perspective, la représentation sous forme de
tableau utilisée par Lai et Sarkanen dans le « Lignins » semble préférable. En
particulier Faix a proposé une représentation au moyen de graphes triangulaires

(1) Selon la nomemclature de Ludwig et Sarkanen (1971) de telles liaisons sont notées
(B-B) ou (- P par ia suite.
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TABLEAU II

Comparaison des structures des lignines de Hétre et d’Epicea daprés les rende-
ments de thioacetolyse obtenus par NIMZ (1974) et la fréquence des liaisons,
autres données (1) d’aprés Adler (1977). '

Hétre (Fagus Sylvatica) Epicea (Picea excelsa)

Rendement thioacetolyse
{% masse totale)

Oligomére 9 23
(fraction non résolue) (PM >2 000) (PM > 25 000)
Lignols (tetra-) ( 5,3) (11,8)
(tri-) (10,9) (15,5}
(di-) (25,0} (20,6)
{mono-) (49,7) (29,4)
Totaux 91 77

Fréquence des liaisons

Unités non condensées 65 48 a 55 (1)
Baryl-ether (30 4) (37) (48) (*)
aaryl ether (@0 4) (28) (6a8)(1)

Unités condensés

B1 15 7 (1)
85 6 9 a12(Y)
BB 5 35a 4(1)
5.5 2 2 a10(1)

dans lesquels figurent non seulement les liaisons intermonomaéres mais encore
le nombre et les proportions relatives des groupes fonctionnels (1) et méme le
degré de polymérisation (fig. 3).

En conséquence, comme Adler (1977) ou Shakakibara {1977) nous avons
renoncé a représenter les lignines au moyen des encombrants schémas tradition-
nels. Par la suite, nous avons seulement décrit la variabilité des lignines en fonction
de la fréquence des monoméres et des liaisons entre monoméres d’une part et
entre monomeres 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 synthése in vitro de polyméres modéles, soit par dégra-
dation des lignines. Ces produits sont appelés « lignols » d’aprés Freudenberg, on
distingue donc des mono-, di-,...,oligo-lignols selon fe nombre des unités monoméres
qui les constituent.

(1) Pour des raisons analogues, ERHAN a proposé de représenter les protéines grace 3 des

tableaux a 3 dimehdions ,M‘E.'%Egioy EdambitiNgl12, 7part 1
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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-
lidrement les propriétés macromoléculaires.

OH

b4
<

Fig. 3 — Représentation d’un polymére de type lignine contenant 100 monoméres & l’aide
d’un graphe triangulaire de Faix. Chaque monomeére est représenté par la série des chiffres
et lettres correspondant aux neuf atomes de carbone selon la notation « usuelle » (fig. 1).
En haut a gauche est représenté un maillon gaiacyl et son graphe de Faix; les hydroxyles
(OH) et méthoxyles (OMse) sont figurés au coté des numéros des atomes. Pour donner des
informations sur I'ensemble du polymére, les monoméres H, G, S sont reportés, sur les dia-
gonales d'un triangle équilatéral, dans un cartouche ombré placé entre parenthése : les numé-
ros, au cOté des parenthéses indiquant le nombre des motifs (noyaux, chaines latérales atta-
chées ou déplacées). Les liaisons interatomiques sont indiquées par des lignes courbes ou
brisées; elles peuvent inclure des atomes d’oxygéne (0). Seuls les hydrogénes des hydroxyles
sont indiqués. Les indices, affectés & chaque symbole, correspondent dans tous les cas, au
nombre total des fonctions symbolisées.
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PROPRIETES PHYSICO-CHIMIQUES DES LIGNINES

Compte tenu du caractére polyfonctionnel des trois alcools hydroxycin-
namiques précurseurs des lignines, il est de plus en plus généralement admis que
la protolignine est un polymére ¢ tridimensionnel en réseau » qui s'étend entre
les cellules en incrustant les parois. Il en résulte que le « polymére lignine » est
réactif et insoluble. 11 est réactif parce qu'il contient encore, par exemple, des
fonctions phénoliques, hydroxyles et éthers. |i est strictement insoluble dans
les solvants dans la mesure o1 il forme un réseau infini (infinite network); de
fagon générale, I'insolubilité des polymeéres en réseaux (network polymers)
s’explique par I'interconnexion de chaines oligomériques au moyen d‘un nombre
de liaisons, en général, faible. L'étape ultime de la polymérisation est la « géli-
fication » au cours de laguelle il 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 I'insolubilité caractéristique de la proto-
lignine s'accompagne d‘une solubilité tout 3 fait normale des lignines d’extrac-
tion (Goring, 1971). Il est donc tout & fait vraisemblable que toutes les opéra-
tions d’extraction, méme les plus douces, modifient les propriétés physico-chi-
miques des lignines. Le mécanisme de ces réactions de solubilisation est d’autant
plus délicat & 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 délignifies & la méme vitesse. Tenant
compte de ces résultats D.A.l. Goring a proposé et discuté, dans |'ouvrage Lignins
cité plus haut, une trés intéressante théorie de structure en multi-réseau (multi-
network) de la protolignine. Selon ce modéle, 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 10> 2 105 et 105, s'expliquent selon ce modgle par les mécanismes
classiques de dégradation des gels (Flory, 1975) : il y aurait formation d’un sol
de faible masse moléculaire puis dégradation du gel par fragments de masse crois-
sante. Un tel modéle conduit & supposer I'existence d'une hétérogénéité des
masses moléculaires des lignines présentées dans les différents types de tissus;
4 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
étre observé par analyse des tissus, on est conduit 3 supposer I'existence d’une
hétérogénéité des lignines non plus au niveau tissulaire mais au niveau des cellu-
les elles-mémes 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 ses collaborateurs par microdensitométrie
dans I'ultraviolet, autant lors de la lignification {(biosynthése) que lors de déli-
gnifications alcalines (cuissons papetiéres) semblent bien indiquer |’existence
d’une hétérogénéité chimique des lignines au niveau subcellulaire. On ne dispose
cependant pas pour le moment de données comparables, 3 ce niveau, sur la dis-
persion des masses moléculaires. Quoi qu’il en soit, on doit souligner que les
variations de polydispersité des lignines ne s’accompagnent pas de variations
importantes des propriétés physicochimiques teiles que les absorptions dans

LES POLYMERES VEGETAUX Vol. 2 - part 1

79/529




Les lignines 133

I'ultraviolet (UV) et I'infrarouge (IR), I'indice de réfraction, la viscosité intrin-
séque, 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 apgés solubilisation des polyosides des parois & |'aide par
exemple d’acide sulfurique (lignine de Klason) ou de periodate (lignine de Purve).
C’est ainsi que, les courbes de variation du module d’élasticité de ces lignines
insolubles en fonction de 'humidité relative, sont significativement différentes
de celles de la lignine extractible par le dioxanne chlorhydrique (lignine au
dioxanne). Cette derniére est le type des lignines d’extraction solubles. A pos-
teriori, ce résultat est peu surprenant mais il est important a souligner ici parce
que _la lignine au dioxanne est souvent considérée, aprés 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 (!). Choisie en 1838 par Payen pour
caractériser la lignine, elle a conduit Freudenberg, vers 1960, & la découverte des
déhydropolyméres (DHP) de I'aicool coniférylique (tab. 1H1}. A la suite de Freu-
denberg nous utiliserons donc cette propriété pour définir de fagon opérationnelle
les lignines ou les DHP et pour décrire ensuite les intermonomeéres les plus fré-
quemment rencontrés,

TABLEAU 11l

Protocole de formation et structure théorique des deux types extrémes de
dehydropolyméres modéles des lignines : nomenclatures de Freudenberg (1)
et Sarkanen (%)

Protocole

3 la verse (Zulauf) (1)

A la goutte (Zutropf) (1)

Apport de monomére

Teneur initiale du milieu
en radicaux

Mode de polymérisation

Type de polymére

Fréquence des liaisons (2)

rapidement, d'un coup

forte

dimére & dimére
puis dimére a polymére

en bloc (bulk polymer}(2)

B85 >p-f # p-0-4

lentement, goutte 3 goutte]

faible

monomére a dimére
puis monomeére a polymére

en ligne
{endwise polymer) (2)

B-0-4>p-1>p5

(1) Les variations des différentes propriétés physicochimiques ont fait |‘objet d'analyses
détaillées dans les ouvrages de Brauns et de Ludwig et Sarkanen.
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H.SYNTHESE IN VITRO DE POLYMERES
MODELES DES LIGNINES

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

Dans le cas de I’alcool coniférylique, la réaction de polymérisation équivaut,
au niveau de chaque monomeére, & la perte de 2 atomes d’hydrogéne et a la fixa-
tion de 0,4 molécule d'eau. Choisissant pour oxydant le peroxyde d’hydrogéne,
la stoechiométrie de polymérisation se traduit par :

Cg Hg 02 [OCH3] + H202 = Cg H7 02 [H2010,4 [OCH3]+ 1,6 Hzo
(alcool coniférylique) (déhydropolymére)

Généralisant cette formule & un quelconque mélange de trois alcools
monomeéres décrit par Cg H(10.m) O, OCH3 p, on peut, d'aprés Freudenberg,
considérer a priori comme lignine toute substante de composition centésimale :

Cg H(8-m) 02 [HZO]n [OCH3]m avec n<letm<15

Cette définition permet de décrire la lignine de fagon statistique, au niveau
atomique, en fonction d'une part de leur teneur en méthoxyle et du nombre
d’atomes d’hydrogéne perdu par polymérisation. Si la formule centésimale trouvée
pour une lignine d'extraction est Cg Hx O, [H,0], [OCH3 ] on calcule, en com-
parant la teneur x en hydrogéne de la lignine avec celle {10 — z) du mélange des
alcools monomeéres décrits plus haut, que la perte P en hydrogéne est donnée par
P=(10-2)—x.

Comparant 10 lignines MWL isolées de plantes différentes, allant du Hétre
et du Pin au Lycopode et aux mousses en passant par la Luzerne et le Taxo-
dophylon de lignites, Freudenberg a trouvé une valeur moyenne P = 1,94 avec
un écart-type de 0,18. Grace & ce type d‘analyse, il a pu distinguer par exemple,
la lignine du Gui (Viscum album) poussé sur conifére et de Gui poussé sur angio-
sperme; cette conclusion a été confirmée depuis par étude RMN du 13¢. Par
contre, grice & cette derniére méthode, il n'a pas été possible de confirmer la
présence de lignine chez les mousses (Sphagnum sp) alors que I'analyse centé-
simale exprimée d’aprés Freudenberg ainsi que I'isolement de « lignine de Kiason »
semblaient en indiguer I'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 & partir de 1945 environ par Freudenberg
et ses collaborateurs. Reprenant des résultats publiés en 1908 par Cousin et
Herissey, qui avaient décrit la dimérisation d’eugénol (allyl-4-gaiacol) en présence
de laccase, Freudenberg a montré que F'on peut synthétiser des polymaéres de type
lignine par oxydation d'alcool coniférylique. Utilisant des préparations enzyma-
tiques du type peroxydase et de |’eau oxygénée comme oxydant, Freudenberg a
établi que la structure des polyméres 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 !3C par Nimz.

Par la suite, Sarkanen a approfondi I’analyse théorique du mécanisme de réaction
de polymérisation : il a suggéré I'existence de deux types extrémes de DHP poly-
mérisés en « bloc » ou en « ligne ». L’ensemble des données du tableau I11 résume
les possibilités de variation de fréquences des liaisons intermonoméres. Gréace
aux méthodes de dégradation progressive décrites plus haut, il a été possible de
constater |'existence de ce type de variations entre des DHP synthétisés de fagon
différente. Pour préparer ces différents polyméres les auteurs ont, principale-
ment, fait appel soit a la synthése organique de DHP (réactions en solutions et
en présence d’enzymes et de substrats bien définis) soit & la biosynthése in vitro
(réactions en phase hétérogéne en présence de tissus végétaux ou d’extraits de
parois cellulaires contenant éventuellement des systémes oxydasiques de poly-
mérisation). Avant de présenter séparément ces deux groupes de résultats, il
convient maintenant de décrire la formation des liaisons intermonomeéres qui
sont & Vorigine de différences entre DHP et semble-t-il aussi entre lignines.

NATURE ET FORMATION DES LIAISONS INTERMONOMERES

La comparaison de la structure des produits de polymérisation peu conden-
sés, tels que les di- et les trilignols a conduit Freudenberg & 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 libre phénoxyle. Du fait de la conjugaison de leur double liaison, o 8
avec le noyau phénolique, il en résulte la formation du radical stabilisé par réso-
nance dont les principales formes mésomeéres sont présentées sur la figure 4.
L'existence de ces formes a été justifiée a priori par le calcul mais elle a été suppo-
sée tout d’'abord a posteriori pour expliquer la structure des produits de conden-
sation en particulier des dilignols représentés sur la figure 4. Tenant compte de la
résonance du radical phénoxyl (Ra) de |'alcool coniférylique on peut prévoir
I'existence de trois autres radicaux méthylénequinone (¢« quinone methide radi-
cals ») qui ont des structures quinonoides de type para (Rb) 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 polystyréne. En fait, les radicaux
libres de type monolignols et, & un degré moindre les oligo-lignols, sont inhibi-
teurs des polymérisations radicalaires. Une fois formés, ces radicaux peuvent
donner lieu a des réactions de réarrangement ou de condensation qui aboutis-
sent 3 la formation de diméres et de polyméres. Les différents types de liaisons
intermonoméres rencontrées dans les diméres se retrouvent dans les polyméres;
c’est en fonction de la fréquence de ces liaisons que sont décrites les structures des
DHP et des lignines. Il 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 limiterons ici
A la description des liaisons constitutives des diméres.
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Le dilignol A (fig. 4) est formé par condensation des radicaux Rb et Ra, il
en résulte une liaison relativement fragile de type atkyl-aryl-éther sur le carbone §.
Le dilignol ainsi obtenu posséde donc une structure p-méthyléne quinone non
aromatique; il peut donc donner lieu & réaction secondaire, attaque nucléophyle
du carbone & par RO" (fig. 3),avec d’autres composés hydroxyles (phénols, alcools,
eau). Dans le cas d'une réaction avec I'eau, il en résulte la formation de galacyl-
glycérol-B-coniféryl-éther (fig. 4A avec R = H). C'est ce type de liaison qui, en
moyenne, se forme avec la fréquence la plus élevée autant dans des DHP (tab. H1)
que dans les lignines (tab. [l). De plus, les réactions nucléophyles au niveau du
Cq seraient responsables de la formation d'hétéropolyméres {complexes lignine-
_polyosides, estérification du « cceur » des lignines : voir page 147).

Le dilignol B {fig.-4}-est formé par condensation des radicaux Rb et Rc, il
en résulte la formation d'une liaison trés solide de type C -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 I’hétérocycle coumarane. La structure
phénylcoumarane est trés fréquente 3 la fois dans les DHP et les lignines. Le
dilignol B ou alcool déhydrodiconiférylique est le premier des dilignols 3 avoir
été caractérisé.

Comme le dilignol B, le dilignol C fait partie des unités condensées; la liai-
son - trés 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 aussi
trés 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 dilignol E, & liaison aryl-
aryl-6éther 4-0-5 n’est pas détecté en général parmi les diméres isolés lors de la
synthése de DHP. De méme, le dimére D, caractérisé par la liaison 5-5 diphényle
est formé en quantité relativement importante seulement lors de la polymérisa-
tion de monoméres ayant des maillons propanes saturés. Ces maillons peuvent
appartenir soit 8 des monomeéres choisis pour la synthése de DHP, soit & des
unités plus ou moins polymérisées telles que les unités gaiacyl-glycérol, phényl-
coumarane ou résinol des dilignols A, B et C. L'existence de ces liaisons dans les
lignines et les DHP n‘a pu étre démontrée qu’aprés dégradations par double oxyda-
tion ou par thioacétolyse. Combinées aux méthodes d‘oxydation par le nitroben-
zéne et d'acidolyse, ces méthodes ont permis de constater que les fréquences des
liaisons intermonomeéres du type A & 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 trés simplifiée. Il est certain, par exemple, qu’en plus de 5 types de
condensation présentés sur la figure 4 il peut exister des condensations Rb + Rd
ou Ra + Rd qui aboutissent & des liaisons en C; avec élimination d’un fragment
de monomére. Pour le moment, trois types de condensation (Ra + Ra, Rd + Rd
et Rc et Rd) semble ne pas exister. De plus, la formation de méthyiénequinones,
autres que Ra 3 Rd, est aussi possible, autant & partir des trois alcools mono-
meres (fig. 1), qu'a partir de leurs produits de réarrangement, comme les aidéhy-
des et acides hydroxycinnamiques correspondants (fig. 1), ainsi que de leurs
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Fig. 4 — Structure et mode de condensation des radicaux mésoméres phenoxy et méthylé-
nequinone formés par oxydation radicalaire des alcools hydroxycinnamiques. Les fréquences
des réactions de dimérisation dépend a la fois d'effets stérigues et électroniques dans les trois

séries H, G, S :{voir tableau 1V),
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homologues insaturés présents dans les di- et oligoméres. Enfin certaines liaisons
intermonomeéres peuvent se former ou se réarranger méme en milieu faiblement
acide. Au total, compte tenu de la diversité des types de liaisons intermonoméres
possibles et des mécanismes mis en jeu, on ne saurait 8tre surpris de |’existence
d’une variabilité des DHP en fonction de leur mode de polymérisation.

Avant de présenter quelques exemples de cette variabilité il convient de
rappeler que c’est aprés avoir isolé et analysé les oligolignols (du trimére 3 'hexa-
mére) que Freudenberg et ses collaborateurs ont proposé leur formule développée
de la lignine qui a été un instrument remarquable d’'explication des propriétés
« moyennes » des lignines d’extraction. Ces résultats ont été discutés par Freu-
denberg et Neish (1968) et ne e seront pas davantage ici.

PROPRIETES DES DHP OBTENUS PAR SYNTHESE ORGANIQUE

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

Des synthéses de DHP ont été faites autant & partir des trois alcools mono-
méres purs H, G, S (fig. 1) qu’a partir de leurs mélanges. Lorsque {a polymérisa-
tion est faite & 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 monomeéres et démontré |'exis-
tence d'une hétérogénéité de leur composition en monomére, de leurs masses
moléculaires et de la fréquence des liaisons intermonomeéres. Comparant les
rendements de dégradation par le nitrobenzéne 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 aprés dégradation des DHP par le nitrobenzéne alcalin
ou par éthanolyse. De méme, comparant les produits de dégradation obtenus dans
les séries G et H, ces auteurs ont observé des différences significatives de rende-
ment relatif selon que les DHP étaient dégradés par acidolyse ou par oxydation
par le nitrobenzéne alcalin. Ces différences relatives sont expliquées par la varia-
tion des fréquences de liaisons entre monoméres et en particulier par leur aptitude
a former des polymeéres condensés ou non condensés. De fagon générale, a
I'opposé de I'alcool hydroxycinnamique, |’alcool sinapylique est difficile & incor-
porer dans les DHP. Au cours de la polymérisation, cet alcool forme principale-
ment des dimeéres solubles de type pinorésinol (fig. 4 C). Ce résultat a conduit
Freudenberg & supposer qu’il n'existait pas de DHP, et donc pas de lignines, cons-
tituées uniquement d‘unités syringyles. Cette hypothése a été infirmée depuis
par Higuchi et ses collaborateurs {1977) qui ont synthétisé un hepta-syringylignol
caractérisé par une fréquence relativement élevée de liaisons 3-0-4 caractéristiques
des DHP « en ligne » selon Sarkanen (tab. Ill). La contradiction apparente entre
ces résultats est explicable par le choix fait par ces auteurs de conditions diffé-

rentes lors des réactions 4 \AQlYmELsaHQn- ! 85% S8/ €8 _eE)fg.ﬁ, pue la fréquence
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des liaisons intermonoméres peut varier non seulement en fonction des conditions
d’apport des monoméres (tab. [11) mais encore, par exemple :

— en fonction de la réactivité des monoméres et des oligoméres (effets stériques
et électroniques, variation des potentiels d’'oxydation);

— en fonction de la spécificité des oxydases et de I’apport en oxydant;

— en fonction enfin des propriétés physico-chimiques du milieu.

Le tableau 1V 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 (-0-4 lorsque la constante diélectrique diminue
s'explique par des effets électroniques et, non pas seulement, par des effets
stériques d’encombrement de |'hydroxyle phénolique.

TABLEAU IV

Influence des conditions de polymérisation des alcools hydroxycinnamiques sur
les rendements de formation, en pour cent, de 3 dilignols : phénylcoumarane,
arylglycérol-B-aryléther et résinol.

D’aprés Tanamashi M., Takeuchi M. et Higuchi T., (1976)

(Wood Research, 61, 44-52).

Milieu Alcool Coumarane | B-éther résinol

eau p-coumarylique 48 20 32
(peroxydase, H,0,) coniférylique 54 19 27
a la verse sinapylique 9 91
eau + acétone (1) coniférylique 27 27 46
(40 + 3 vol) sinapylique 27 73
eau + dioxanne (!) coniférylique 39 39 22
(2 + 5 vol) sinapylique 85 15
dioxanne pur (1) sinapylique 94

(1) déhydrogénation non enzymatique par FeClg.

Il est évidemment trés tentant d'extrapoler ces résultats aux lignines dont
le mode de polymérisation pourrait dépendre de la polarité de la portion de paroi
cellulaire dans laguelle se déroule la polymérisation. Cette hypothése est d'autant
plus vraisemblable que la réaction a lieu, dans ces conditions, en phase hétérogéne
et que les études de biosynthése in vitro de DHP semblent indiquer de tels effets.

BIOSYNTHESE IN VITRO DE DHP

Le terme ambigu de biosynthése in vitro tend & opposer les protocoles
de synthése organique desDPB| YankReguels desToenditions2 dpakattions, par
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exemple de milieu, sont relativement bien contrélées (tab. 1V), aux protocoles
de synthése de DHP faisant intervenir des extraits végétaux mal définis. Ce dernier
type de biosynthése permet de préciser les effets de « support » que peuvent
exercer des polyméres pariétaux sur la polymérisation des DHP. Ce phénoméne
est d’autant plus important 2 étudier que, dés les débuts des études des DHP,
Freudenberg a montré que les méthylénequinones, monomeéres ou oligomeéres,
sont susceptibles de se condenser non seulement avec de |'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, il a 6té montré
que non seulement la réactivité des méthyléne, quinones va en croissant dans
I'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 grace & I'organisation de complexes ternaires. Au total, ces
données ont conduit & supposer I’existence d'un autre type d’hétérogénéité dans
les DHP dépendant d’une part d’effets de surface consécutifs A I’adsorption des
lignols et d'autre part de réactions de greffage avec les fonctions carboxyles ou
hydroxyles disponibles. Trés 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 & admettre I'existence d’un facteur supplé-
mentaire d'hétérogénéité des lignines qui dépend de la formation d‘associations
entre polyméres puis de réactions secondaires fonctions de la réactivité des li-
gnines et autres constituants de ces associations.

Les études de synthése in vivo de polyméres de type lignine (lignin like
polymers ou pseudolignines) par incorporation de précurseurs autres que les
alcools hydroxycinnamiques semblent bien confirmer ces hypothéses. Ces résul-
tats sont envisagés & propos de données de biosynthése; auparavant il est néces-
saire de décrire plus précisément les principaux types d’hétérogénéité des lignines.

11l. HETEROGENEITE DE LA STRUCTURE DES LIGNINES

L’existence de plusieurs types de lignine a été postulée depuis 1930 aprés
analyse par microscopie optique de tissus lignifiés. Ces travaux de microchimie
ont fait appel 3 deux types principaux de révélateurs.

— des colorants de type aniline, carmin adsorbés plus ou moins spécifiquement
en fonction du degré de lignification;

— des réactifs capables de réagir spécifiquement avec certains groupements fonc-
tionnels des lignines.
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C’est ainsi que la réaction de Wiesner au phloroglucinolchlorhydrique
révélerait les fonctions hydroxycinnamaldéhyde. De méme, les réactions & l'eau
de chiore-sulfite de sodium ou de permanganate-ammoniaque (réaction de
Maiile) permettent de distinguer les groupements gaiacyl des groupements syrin-
gyles qui, dans ces deux réactions, donnent une coloration rouge. Grice a ces
derniéres méthodes, il a été possible de montrer I'existence de différences qua-
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 méme plante. A quelques exceptions prés le xyléme des angio-
spermes réagit positivement a la réaction de Maiile contrairement 3 celui des
gymnospermes. Dés 1940, I'analyse comparée de ces lignines par oxydation au
nitrobenzéne alcalin a permis d’expliquer ces résuitats, exceptions comprises,
par I’absence presque compléte de monomére de type syringyle chez les gymno-
spermes. De méme, on a constaté que, de fagon générale, chez les angiospermes,
les parois secondaires des fibres du xyléme donnent lieu 2 réaction de Maiile
positive alors que la lamelle moyenne réagit peu, comme le ferait une lignine de
gymnospermes. Des différences analogues ont été constatées dans ie phloéme et les
vaisseaux en fonction de I'dge des tissus et, en particulier, lors de cultures de
tissus confirmant I'impression d’hétérogénéité des lignines au niveau cellulaire
et subcellulaire. Ces observations cependant (et tout particulierement celles
obtenues avec les colorants) sont sujettes & caution, parce que les différences
locales de coloration peuvent dépendre des variations des propriétés des parois
donnant lieu a adsorption ou réaction. C’est en partie pour ces raisons que, depuis
1970 environ, & la suite des travaux de Goring, plusieurs équipes ont fait
appel & l'absorption caractéristique des noyaux benzéniques dans l'ultraviolet
pour analyser, la localisation et V'hétérogénéité des lignines, par microdensito-
métrie. Maigré des difficultés pratiques et théoriques de mise en ceuvre, cette
méthode a permis de confirmer {’‘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 & partir de 240 nm. Les études de
Goring et collaborateurs ont concernés soit des tissus différents provenant d’une
méme plante, soit des bois homologues de 16 angiospermes et gymnospermes
choisies et classées d’aprés leurs teneurs croissantes en méthoxyle par unité
monomére (rapport MeO/Cy). Dans le cas du xyléme de Bouleau (Betula sp),
cette technique a permis de confirmer que la lignine de la paroi secondaire des
vaisseaux et de la lamelle moyenne est principalement composée de monomeéres
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 échantillons de bois dont le rapport MeO/C, aliait de 0,91 & 1,64, ces résultats
ont été généralisés montrant une augmentation progressive des teneurs en mono-
méres de type syringyle dans les parois des fibres et des rayons alors que les parois
des vaisseaux et les coins des cellules contiennent principalement des éléments
gaiacyl. Dans le cas du Peuplier, cette technique a permis de constater |'existence
de différences qualitatives et gquantitatives entre les lignines de bois de réaction
(bois normal et bois opposé). De plus, mettant a profit les déplacements de spec-
tre UV consécutifs & I'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 moyenne,deux
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fois plus forte que celle des lamelles moyennes. Ce dernier résultat a permis de
préciser I'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 I'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 chiorhydrique ou 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. 1979). Au total, toutes ces
données conduisent & affirmer I'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 monoméres;
— de leurs modes de liaison dans les multiréseaux:
~ des liaisons de ces réseaux avec d’autres molécules.

HETEROGENEITE LIEE A LA FREQUENCE DES MONOMERES

Ce type d’hétérogénéité est de loin le plus étudié. Nous avons vu qu’il peut
étre mis en évidence de fagon relativement aisée, par microscopie ou par analyse
centésimale. Les variations du rapport MeO/Cycitées plus haut rendent compte
du fait que les lignines naturelles sont des hétéropolyméres contenant les trois
alcools H, G et S du tableau I. Les indices MeO/Cqy des homopolyméres corres-
pondants, lignines H, G et S pures, sont respectivement égaux a 0, 1et 2. L'ana-
lyse centésimale permet donc, a priori, de caractériser I’hétérogénéité des lignines
par le calcul du rapport du nombre des monoméres G et S. Les monoméres H,
qui ne sont évidemment pas comptés dans ces cas, peuvent ["étre si {’'on utilise
les méthodes de dégradation progressive envisagées plus haut et si I'on fait le
bilan produits correspondants aux trois séries. Compte tenu du fait qu‘aucune
de ces méthodes n’est quantitative,on ne saurait étre surpris que les proportions
en monoméres mesurées & I'aide de chacune d'entre elles donne des résuitats
différents. C'est ainsi que I'oxydation par le nitrobenzéne alcalin donne des
rapports S/G en aldéhydes en C, (tab. ) voisins mais parfois sensiblement supé-
rieurs & ceux donnés par I'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 monoméres 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 I'hétérogénéité du second type : fonction des liaisons
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intermonomeéres. Quoi qu'il en soit, toutes ces méthodes concordent pour confir-
mer |'existence du premier type d’hétérogénéité méme si elles contribuent 2
donner des images différentes et souvent difficiles & comparer. C'est la raison
pour laquelie les méthodes d'analyses quantitatives, analyses centésimales ou
spectroscopiques, sont parfois préférées pour décrire I'hétérogénéité lide aux
fréquences des monomeéres. Dans le tableau V sont présentés les résultats obtenus
a l'aide de 5 équations d’approximation linéaire fondées sur la composition centé-
simale en carbone total, en méthoxyle, sur I'absorbance UV et IR de lignines de
bois moulu. Bien que confirmant I'existence méme du premier type d’hétérogé-
néité, ces résultats ne permettent pas d‘affirmer I'existence de lignines de type
homopolymére constituées par exemple de seuls monoméres S.

Compte tenu de la formation préférentielle de diméres de type résinol,
lors de la synthése de DHP A partir de i‘alcool sinapylique, on a longtemps douté
de I'existence d’'une « lignine S ». Ce doute est d’autant plus surprenant que fors
de la dégradation de lignines par le nitrobenzéne, il a été obtenu des rapports S/V
de l'ordre de 5 3 8 alors qu'en général ces rapports sont inférieurs & 3 chez les
angiospermes, Ce n’est qu‘en 1978, que, pour la premiére fois, des lignines de type
S ont été isolées 3 partir de lignines de bois moulus. Mettant profit des diffé-
rences de solubilité de complexes mercuriques qu’ils avaient observées sur « DHP-
syringyl » cités plus haut, Yamazaki, Hata et Higuchiont isolé et démontré chimi-
quement |’existence de lignine de type syringyle qui est en cours de caractérisa-
tion. En conséquence, compte tenu de I’existence de lignine G chez les gymno-
spermes,on peut considérer comme certaine I'existence d'une hétérogénéité des
lignines fonction de leur composition en monoméres.

TABLEAU V

Composition relative en monoméres de lignines de bois moulus : proportions
calculées & |'aide d’équations d’approximations lindaires 3 partir de cing groupes
d‘analyses centésimales et spectroscopiques,

(d"aprés Faix (1976}, Papier, 30, V1-V9).

%H (1) %G () %S (1)
Gymnospermes 6a7 90 a 89 4
(Picea sp)
Monocotylédones 103413 55 a 56 35a31
{Bambusa sp)
Angiospermes
(Fagus sp) 5a7 45 a 47 50 a 46
{Piptadienastrum sp) (2) 11314 44 3 45 4534

{1) notation des séries monoméres du tableau 1.
{2) origine tropicale.
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HETEROGENEITE LIEE A LA FREQUENCE DES LIAISONS

Compte tenu des différences de réactivités observées entre les monomeéres
G et S lors de la synthése des DHP on ne saurait étre surpris de I'existence d'une
hétérogénéité du second type, c'est-a-dire, résultant de variations de fréquence des
liaisons pour une composition en monomére donnée. On peut, par exemple,
supposer que les conditions de polymérisation étant différentes, soit par la dispo-
nibilité en oxydant,soit par la polarité du milieu, il peut y avoir variation du degré
de condensation des monoméres soit par formation d'un polymére en masse (due
3 une accumulation de diméres) soit par formation d'un polymére en ligne (due
3 une augmentation de la fréquence des liaisons 3-0-4 : tab. 11l et 1V). Pour le
moment, on ne dispose d’aucune certitude concernant |'‘existence de ce second
type d’hétérogénéité. Cet état de choses résulte du fait que, premiérement les
lignines d’extraction isolées ne subissent en général pas de fractionnement avant
analyse, et que, deuxiémement les méthodes d’analyse permettant de suivre les
variations du degré de polymérisation {double oxydation et thioacétolyse) n'ont
6té mises au point que depuis quelques années. Cependant, les résultats obtenus
depuis 1973 par Miksche et collaborateurs, grice a la méthode par double oxyda-
tion, rendent trés vraisemblable I‘existence d’'une « non-homogénéité » de la
lignine totale des plantes. Pour parvenir & cette conclusion ces auteurs ont com-
paré les rendements de formation de 9 esters méthyliques (fig. 2) et ils ont défini
un indice A en calculant le rapport des quantités absolues d'unités non condensées
S et G soit {a3/a,), et des unités condensées aryl-alkyl-£ther S, G soit {a;/ag) et
diphényle. L’hétérogénéité des lignines peut 8tre exprimée soit par la variabilité
de h, soit par la dispersion des points représentatifs des lignines sur deux axes de
coordonnées : {a3/a,;) et (a;/ag). Pour préciser ces résultats nous avons calculé,
3 partir des données de ces auteurs, un indice ¢ égal au rapport de la quantité
totale d’unités non condensées {a;, a;, a;) & celle des unités condensées (a4 2
ag). La figure 5 donne la dispersion des points représentatifs du rapport ¢ pour
40 dicotylédones. Le tableau VI regréupe les rendements d'obtention de 3 esters
ainsi que les valeurs des rapports h, c et r =a,/a;. Ce dernier rapport est compara-
ble au rapport S/V d’oxydation par le nitrobenzéne; il rend aussi compte de la
fréquence des unités G et S non condensées. La comparaison des tableaux V et VI
permet de constater I'existence de I’'hétérogénéité liée a la fréquence des mono-
meéres : il semble que les différences des indices h et des indices c et r correspon-
dant & toutes ces plantes ne puissent étre 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 résuiter de
I'existence d'une variabilité fonction du degré de condensation des monoméres.
Cette variabilité est manifeste, non seulement, au niveau interspécifique, mais
aussi au niveau des divers organes d’'un méme végétal (fig. 5). De telles variations
peuvent s'accompagner de modifications dans les proportions relatives en mono-
méres qui rendent plus difficile I’analyse de I'hétérogénéité : le cas des bois de
réaction est significatif de fait. Dans le tableau V| figurent le bois normal et le
bois de réaction du Pin : alors que le rapport r varie peu,on constate une variation
de ¢ et une augmentation de a,. La dégradation par double oxydation ou par
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Fig. 5 — Représentation bidimensionnelle de Ia variabilité du degré de condensation des
lignines de 40 dicotylédones. Les rendements en esters a; & ag obtenus aprés double oxy-
dation (fig. 2) par Erickson et Miksche (1974) ont été utilisés pour représenter la dispersion
des quantités totales des unités non condensées (a; 4 a3) en fonction de celles des unités
condensées (aq 3 ag). Aux analyses du bois du Hétre (H), du Fréne (F) et du Chéne (C)
correspondent celles des feuilles (lettres minuscuies) et des racines (lettres surlignées).

acidolyse dans le dioxanne (Shakakibara, 1977) a révélé I'existence de « liaisons
condensées » caractéristiques des lignines de bois de compression, et donc de
variation de la fréquence relative des différentes liaisons intermonoméres. En
conséquence, il parait raisonnable d'admettre que I’hétérogénéité des lignines
rapportée dans la figure 5 et le tableau VI résulte d'un phénoméne analogue et
cela bien que les analyses aient été faites sur « la lignine totale » des plantes.

HETEROGENEITE PAR LIAISON A D'AUTRES MOLECULES

Il est certain que les propriétés physicochimiques d‘une lignine donnée
peuvent étre modifiées par liaison covalente de celle-ci avec d'autres molécules
polymérisées ou non. La formation spécifique de telles liaisons constitue donc
un troisiéme facteur d’hétérogénéité des lignines. L’analyse de ce dernier type
d'hétérogénéité est d’autant plus délicate & faire que I'on connait mal les deux
autres et que, surtout, son existence peut dépendre de la formation d’un nombre
relativement trés faible de liaisons. De fagon générale, il est démontré, que lors
du greffage de deux polyméres, la formation de quelques liaisons pour cent mono-
méres peut suffire pour provoquer la formation d’un réseau infini (Flory, 1975).
Dans le cas des lignines, on ne peut négliger la possibilité de tels effets au niveau
des complexes lignines-polyosides. Les études modéles sur DHP semblent indiquer
que les fonctions alcool-p-hydroxybenzylique sont les sites privilégiés pour de
weiles interactions (fig. 4 A). En conséquen%our caractériser le troisiéme type
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TABLEAU VI

Comparaison de la variabilité des lignines d’angiospermes et de gymnospermes
au moyen des 9 esters méthyliques obtenues par double oxydation (fig. 2). La va-
riabilité est estimée au moyen des indices et des rendements publiés par Erickson et
Miksche (1974); a1, a2, a3 : rendements en mg/g matiére séche pour les trois
esters ay, az, a7 (fig. 2). Indices r, h et c définis par r = 32/a3z, h = (a7/ag) xr
etc =(ay + 82 + a3)/(@a + as + 3¢ + a7 + ag + ag). L'indice h n’est pas
calculé (nc) (1) chez les gymnospermes ou agn’est pas dosable (nd) (1).

Espéces sp at a2 ar r c h
Dicotylédones
Acer nd ()| 169 0,7 0,5 6,0 11
Betula " 11,7 04 03 6,7 18
Cornus " 6,7 05 1.1 3.1 1,2
Fagus o 13,4 0,6 03 6,7 1,1
Knautia " 15,2 0,6 0,7 5,2 1,2
Quercus " 15,5 0,7 04 7,0 1,3
Salix " 20,3 13 0,5 34 1,7
Urtica " 17,0 1,1 13 3,0 15
Veronica " 8,9 04 0,7 4,4 1,0
Vitis ” 15,6 038 06 39 1,1
Monocotylédones
Alisma 04 30,6 2,1 2,1 2,2 1.2
Allium 08 23,0 1,0 1,2 4,4 14
Alopeavus 14 15,9 0,7 1,6 3.8 06
Asparagus 1.3 23,1 1,0 0,9 5,2 156
Butomus 0,7 18,5 1,6 1,7 2,2 13
Deschampsia 16 27,4 1,0 20 43 0,7
Eriophorum 3.0 13,5 0,5 1,0 4.3 1,5
Iris 06 14,6 0,7 1,7 35 1,6
Juncus 35 15,2 0,4 1,0 4,7 1,1
Triticum 43 15,8 06 09 58 0,7
Gymnospermes
Chamaecyparis 4,2 62 5,0 155 18 | nc(l)
Cryptomeria 06 65 5,0 130 1,7 "
Gingko 55 65 5,2 81 2,0 "
Juniperus 2,0 54 5,2 b4 1,5 "
Larix 26 70 5,5 78 1.8 "
Metasequoia 3,7 53 3,7 106 2,1 "
Picea 13 57 4,4 48 1,9 "
Pinus 3.1 63 5,2 63 1,7 "
Pinus (Bois réaction) 10,5 59 4.8 65 2,2 "
Taxus 3.0 54 5,7 108 15 "
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TABLEAU VII

Relation entre la variabilité des teneurs en monoméres des lignines et l'activité

des enzymes E;, E,, E3 de conversion de I'acide caféique en acide sinapique :

classification des lignines en 6 groupes d’aprés Shimada M., Fushiki H., Higuchi

T., 1973, Mokuzai Gak. 19, 13-21, en pointillé = reconversions possibles; en
tiret =voie de la tyrosine, surtout chez les monocotylédones (*).

ANGIOSPERMES GYMNOSPERMES

Tyrosine Phénylalanine

ac cinnamique

MONOCOTYLEDONES |
e p-do o (ac. p-coumarique}
type M:S/v=1 P 1 um \\lque
Ey=Ez=Ez=1 <—-*—J: "
\ ac. coféique
1
DICOTYLEDONES ! i E,
| ..
| Y . ~
type C: 0<S/v <0,2 ! 6_4“ ferulique type 4. SE/V _EO
H > Ep=E
E;> E4> Ea=~0 i i l Ez 1 2 3
| : ,
! i ac. 5-OH-férulique type B: S/V==0
type J: 0,2<S/V<10 «—d l Es Ey > Ez > E3z=0
E3 > Ep;=E «———aqc. sinapique

type £ 1,0 < S/V<3,0
Ez==E,>Eq

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

Un cas particulier évident d’association avec des polyméres est constitué
par la condensation des différents réseaux de lignine. Ce cas est important a
considérer parce que des modéles modulaires de lignine ont été proposés. D'aprés
Fors et Fremer la lignine de coniféres serait formée de modules de 18 monoméres
relativement difficiles & dégrader. Ces modules seraient connectés d’une part entre
eux, par des liaisons y-alkyl-éther labiles, et d’autre part avec les polyosides par
les liaisons éther-benzyliques. En plus de ces structures réguliéres il existerait des
hémilignines.. substances aromatiques peu polymérisées et encore mal caractéri-
sées. Le modéle de Fors est fondée sur des analyses sophistiquées de bois brut
par tamisage sur gel. Ces analyses n‘ont pu étre reproduites, alors que plusieurs
auteurs ont cependant observé des distributions bimodulaires aprés tamisages
dans d‘autres conditions. La question de « I’hétérogénéité modulaire » des lignines
reste donc en suspens.

Par contre, I'existence d'hétérogénéité fonction de liaisons avec les polyo-
sides semble plus vraisemblable. L’existence de liaisons covalentes entre oses et
lignines a été montrée par analyse des oses hydrolysés de lignines perméthylées.
Cependant, I'existence d’associations spécifiques avec des hémicelluloses particu-
liéres reste controversée principalement & cause des difficultés de purification de
ces complexes. La plupart des auteurs s'accordent pour attribuer une grande
importance aux liaisons 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 compaétitions possibles, I’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 benzoiques 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 & étudier
que les lignines sont isolées sous forme de complexes avec des polyosides qui
peuvent étre eux-mémes estérifiés. Lors d'une étude de tels complexes isolés de
paille de Blé et de bois de Peuplier, nous avons constaté la présence en quantités
voisines d’esters des trois acides en C, (B, V, S : tableau 1} chez le Peuplier et de
deux acides en Cg (PC, FE : tableau 1) chez le Blé. Aprés hydrolyse des polyosides
soit & I'aide de cellulases fongiques ou d‘acide chlorhydrique 6 N & 100 °C, nous
avons observé dans les lignines ainsi purifiées, la présence presque exclusive du
seul acide p-hydroxybenzoique (B) chez le Peuplier, et de l'acide p-coumarique
(PC) chez le BIé {(Monties, 1980). Ces résultats montrent donc la possibilité d'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-hydroxybenzoique et d’acide
p-coumarique {Nakamura et Higuchi, 1978), on peut conclure qu’il semble exister,
en plus d'une variabilité liée & la fréquence des monoméres et & leur mode de
liaison, un troisiéme type de variabilité résultant de la formation de liaisons
spécifiques avec des molécules qu’elles soient polymérisées ou non.

IV. BIOSYNTHESE DES LIGNINES

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

Etant donné I'hétérogénéité du bois lui-méme, I'analyse cytologique de la
lignification est absolument indispensable. En ce domaine, les observations de
Wardrop permettent d’envisager une fonction essentielle des lignines : I'établisse-
ment de contraintes de croissance et de poser le probléme de I'origine des pré-
curseurs.
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La lignification n'a lieu que pendant la croissance des cellules ce qui n’exclut
pas la possibilité de réarrangements moléculaires et méme la formation de nou-
velles liaisons aprés cette période. |l peut en résulter une hétérogénéité du troi-
siéme 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
fagon 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 S1, Sz, S3 se lignifient successivement. Wardrop a montré que
dans chaque cas,la lignification a lieu nettement aprés le dép6t des polyosides
et qu’elle s'accompagne en général d’un gonflement des parois. Ce dernier phéno-
méne est essentiel : la plupart des spécialistes s’accordent pour attribuer 3 ce
gonflement |'existence des contraintes de croissance, qui assurent le port normal
des végétaux ligneux, ainsi que I'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'z,
proviendraient de la contraction longitudinale des parois; elles dépendraient de
I'incrustation par la lignine des fibres cellulosiques et de variations des angles de
ces fibrilles entrainées par le gonflement des parois. Il est remarquable que ce
méme 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 (tab. V!) 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 grdce & la variabilité des lignines, qu'une méme fonction,
I'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 biosynthése des lignines concerne
l'origine extra- ou intra-cellulaire des précurseurs. D'aprés Freudenberg,les alcools
hydroxycinnamiques seraient transportés sous forme de glycosides, hydrolysés par
des glucosidases fortement liées au cambium puis incorporés dans le xyléme
apres diffusion centripete. La réaction colorée & I'indican des glucosidases souvent
décrite (Freudenberg et Neish, 1968) n‘a pu cependant étre reproduite par War-
drop (1977) ni Marcinowsky et al. (1979). 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
I'origine extracellulaire des précurseurs. Par contre, elles confirment les conclu-
sions de Wardrop qui suppose, a la fois, que les précurseurs proviennent des cellu-
les 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’aprés Wardrop, la composition chimique des substances intercellulaires serait
déterminée au moment de la division cellulaire; il en résulterait une potentialité
de lignification fonction de la diffusion des précurseurs & partir des cellules en
cours de lignification. C’est donc aux deux niveaux intra- et inter-cellulaire que
se situerait l‘origine de I’hétérogénéité des lignines. Cette hypothése serait donc
valable tout autant pour les différentes couches cellulaires des bois nqlrmaux que
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La diversité des mécanismes enzymatiques mis en cause lors de la biosyn-
thése des lignines est compatible avec cette variabilité. Nous envisagerons, dans
cette perspective, seulement la biosynthése des monoméres dans son ensemble
puis les réactions de polymérisation.

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

1) désamination de Phe en acide cinnamique (Cl);

2) hydroxylation en Cl en acide p-coumarique {PC);

3) hydroxylation et méthoxylation successives de PC en acide caféique (CA),
férulique (FE), 5-hydroxyférulique (HF) et enfin sinapique (SI);

4} activation de PC, FE et S| sous forme d’ester du coenzyme A (CoA);

5) réduction en aldéhyde puis en alcools cinnamiques en Co (tab. 1),

De nombreux travaux ont été consacrés 3 I'étude de ces étapes, tout parti-
culiérement, par les équipes de Bland et de Higuchi. Ces auteurs ont mis en évi-
dence I'existence de variation de ce schéma général en cing étapes en fonction de
la nature des plantes et méme de leurs conditions de cultures (tissus « in situ »
ou en « culture » ou en « survie »). lis ont observé par exemple ’existence de
réaction de reconversion des acides en Cy (SI—FE et FE —PC) avant incorporation
dans les lignines. De méme, une incorporation relativement intense de tyrosine
a été observée chez les monocotylédones non seulement dans les esters p-couma-
riques mais aussi dans les monoméres H (Higuchi et al. 1967). Enfin,il a été possi-
ble d’établir une corrélation entre la composition monomérique des lignines,
estimée par le rapport V/S des aldéhydes en C, (tab. 1), et les activités relatives
de trois enzymes qui aboutissent & la synthése de SI A partir de CA (étape 3 du
schéma général). Le tableau VIl résume ces différentes observations. Bien que
déja compiexe, ce tabieau ne rend pas compte de toutes les possibilités d’explica-
tion, au niveau enzymatique, de la variabilité des lignines. Récemment en effet, la
présence de lignine G dans une angiosperme a pu étre expliquée par la diminution
en fonction de I'dge de la seule acide férulique-5-hydroxylase {Kutzuki et Higuchi,
1978). De méme, |'accumulation de lignine S ou G dans du xyléme de Peuplier en
survie a pu étre attribuée a la spécificité des trois cinnamoy|-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 lignines est aisément explicable
au niveau enzymatique.

Il n'en est pas de méme 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. 111),on
peut supposer qu‘une variabilité analogue pourrait exister dans les lignines dans
la mesure od 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 synthe-
ses de DHP en présence de H,0,, 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 & la participation exclusive des peroxydases
& la lignification, bien qu’il ait insisté auparavant sur le triple probléme que posent
Vorigine, le transport et le contrble 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 'oxygéne pour
synthétiser des peroxydes. De plus, Gross, a décrit la présence de malate-déhydro-
génase pariétale capable de synthétiser du nicotinamide réduit (NADH) consommé
lors de la réaction oxygénasique. De ce fait, ce modéle de polymérisation oxygéna-
sique des lignines proposé par Gross (1977) résoud le triple probléme posé par
Harkin. 1l nous a été possible d’en confirmer la validité dans des coupes de tiges
d’Oeillet {Catesson et al. 1978) mais non dans celles de BIé et de Peuplier (Monties,
1980); ces derniers résultats sont inexpliqués. Quoi qu'il 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 résultats montrant une hétérogénéité du degré de condensation des lignines.
C’est ainsi que I'on a montré, lors d’incorporation de 14C-phénylalanine dans la
lignine de monocotylédones (Higuchi et al. 1967) et de Peuplier (Alibert et
Boudet, 1979), I'existence de lignines néoformées aisément dégradées par le
nitrobenzéne 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
soluble dans la soude (Monties, 1980). Or, les études de synthése in vitro de
DHP en présence d’acides aromatiques en C; et en Cy (tab. 1) ont montré que 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, disponibilité en malate
par exemple, pourraient entrainer des variations de fréquence des liaisons non seule-
ment entre les monomeéres mais avec les autres molécules.

Cette derniére hypothése conduit & envisager, pour terminer, la régulation
de la lignification. Des conclusions souvent contradictoires ont été tirées des
études de l'influence de facteurs tels que I’éclairement, la fumure minérale, la
pression partielle d’oxygéne sur la lignification. || 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 phénoménes 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. |l est pour le moment difficile d'estimer
Iimportance de ces mécanismes parce qu’ils ont été mis en évidence in vitro
(Grisebach, 1977). Par contre, on dispose de quelques données montrant I'exis-
tence d’un contrdle génétique et d’'une régulation hormonale de la lignification
in situ. Ces deux aspects seront donc seulement envisagés pour terminer.

L'existence de mutants pour la lignine semble avoir été rapportée pour la
premiére fois vers 1930, chez le Mais. Par la suite ces lignines ont été beaucoup
étudiées. Elles différent des lignines « normales » par leur composition en mono-
méres et par leur extractibilité et donc vraisemblablement aussi par leur degré de
condensation et de liaison avec les polyosides. Comme cependant, on a constaté
parallélement des différences entre les équipements polyphénoliques de ces
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mutants et des Mais normaux, en particulier au niveau des esters en Co liés a ces
lignines, on ne peut parler au sens strict de « mutant lignine ». Quoi qu'il en soit,
des mutants analogues ont été obtenus chez le Sorgho {Porter et al. 1978). L’exis-
tence de différences d‘extractibilité de complexes lignine-polyosides observées
chez différentes variétés de Ray-grass 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 tiges de BIé et de Peuplier, est tout
& fait compatible avec I'existence d'un contrdle génétique refativement rigoureux
de la lignification (Monties, 1980). En conséquence, I'existence d'un contrdle
génétique qualitatif et quantitatif de la lignification parait vraisemblable. Bien
que |'on ne dispose d’informations détaillées que dans le cas des monocotylédo-
nes, sources de fourrages dont la digestibilité dépend de I'état de lignification,
on peut conclure qu’il existe de fagon générale un contrdle génétique de la
lignification.

L’existence d’un contréle hormonal de la lignification a &té 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 fagon fine. Cependant, en plus de variations des modalités de différentia-
tion, il est sQr, qu’au moins dans le cas du Peuplier, la présence d’AlA, de 2,4 D
ou de NAA (!) dans le milieu de culture entraine des différences de composition
monomérique des lignines (Venverloo, 1969). Ces observations méritent d'étre
rapprochées de celles faites lors de I'induction et de I‘inhibition de la formation
des bois de réaction aprés contrainte mécanique ou aprés apport de facteurs de
croissance (AIA, TIBA) (!). La plupart des auteurs s'accordent pour attribuer 3
des déséquilibres hormonaux les différences observées au niveau de la lignifica-
tion (Wilson et Archer, 1977); dans ces cas encore I'étude détaillée des lignines n‘a
pas été faite. Ces derniers résultats méritent enfin d’étre mis en relation avec les
phénoménes de lignification pathologique et de biosynthése de pseudo-lignines
(lignin-like compounds).

On peut définir les pseudo-lignines comme étant des DHP dont la bio-
synthése est provoquée /n vivo par apport de composés directement polyméri-
sables. En plus de |‘'eugénol, qui est partiellement converti aprés oxydation en
alcool coniférylique, ce sont essentiellement les trois acides hydroxycinnami-
ques PC, FE et Sl (tab. ) qui ont été utilisés pour ces incorporations. |} est trés
vraisemblable qu’une fraction de ces composés est incorporée dans les lignines
aprés réduction « normale » en alcool en Cy (tab. VII) et, qu’une autre partie
est directement polymérisée. Les expériences réalisées par Stafford en ce domaine
ont contribué & imposer la notion de ¢ pseudo-lignine » et méme de « lignine
acide » résultant par exemple de la polymérisation d’acides aromatiques. Il est
sOr que ces polyméres ne sont pas des lignines mais on ne peut étre certains que
de telles substances ne puissent se former in vivo, par exemple, aprés qu‘un sti-
mulus ait profondément perturbé I'ensemble du métaboiisme phénolique d’une
plante. Cette situation est possible dans des cas pathologiques et donc, dans ces
conditions, des variations de composition des lignines sont possibles aussi. C'est

(1) AIA — 2,4 D — NAA et TIBA sont respectivement les acides indolylacétique — 2,4 dichlo-
rophenoxyacétique — naphtaléneacétique et 2, 3, 5, tri-iodobenzoique.
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ainsi que Asada a pu mettre en évidence I'accumulation de lignine G apreés infec-
tion de Radis par un champignon, Aprés avoir séparé une quinzaine de peroxy-
dases dont il a étudié I‘aptitude & former des DHP d'alcool hydroxycinnamiques,
cet auteur a expliqué la synthése de « lignine G pathologique » par la diminution
de I’activité des « isoenzymes » catalysant la synthése de DHP mixtes. Ce dernier
exemple confirme donc, d’une part, la possibilit¢ d’'un contréle enzymatique
de la lignification au niveau des réactions de polymérisation, et d’autre part,
la diversité des facteurs susceptibles de controler la lignification puisqu’il exis-
terait, dans ce cas, une substance induisant cette lignification (Asada et al. 1975).

CONCLUSION

Une affirmation du Professeur Kratzi, datant de 1962, aurait pu servir
d'introduction 3 cette revue : « Lignin in plant as a certain biological mobility
and is able to adapt itself to external conditions as can be shown by formation of
reaction wood. Therefore we believe that lignin in plant has no uniform degree
of polymerization or condensation ». || est certain que les résultats obtenus depuis
1962 ont confirmé la justesse de cette affirmation mais il est incontestable aussi
qu'il reste beaucoup 3 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 & rendre vraisemblable I'existence d'une hétérogénéité des
lignines.

En 1967, Pearl avait intitulé le premier chapitre de son livre « the nebulous
concept of lignin ». La méme année, Harkin développait une comparaison en huit
points entre la lignine et un mélange de jeux de cartes rapprochant par exemple
les différents lignols aux figures, les modes de substitution des noyaux aux cou-
leurs; il concluait sa comparaison en affirmant qu’il est pius important de connai-
tre les régles du jeu, c’est-3-dire les mécanismes de lignification, que |‘ordonnan-
cement fortuit des cartes. Compte tenu des données cytologiques, physiologiques
et surtout chimiques, l'isolement de lignine S par exemple, il parait actuellement
possible d’entreprendre I'étude de 'ordonnancement des lignines; leur ordre est
vraisemblablement en relation avec leurs fonctions : mise en tension des parois ou
barriére contre les pathogénes par exemple. Il faut donc s‘attendre a ce que fe
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 ...

e, de “la” Lignins..

Les parois végétales sont constituées principalement de polyosides et de
quantités plus ou moins importantes de lignine et de protéines. Dans les fourrages,
elles représentent une certaine importance comme source d'énergie, principale-
ment pour les ruminants qui grdce & la microfiore de leur rumen ou de leur
caecum sont capables d’en digérer une partie. 1| est & considérer, toutefois, que la
lignine qui accompagne habituellement les polyosides de structure diminue de
fagon notable la digestibilité de ces composés. Les polysaccharides sont des
polyméres de monosaccharides reliés par des liaisons glycosidiques soit en chaines
linéraires, soit en chaines « branchées » : deux propriétés importantes des polyo-
sides qui sont & la base des principales méthodes d'isolement, d'analyses et de
fractionnemenis sont I'hydrolyse par les acides et la solubilité différentielle.

La précipitation sélective par les alcools, ’hydroxyde de barym (Timali,
1965) ou les détergents {Gramera et Whistler, 1963} est sGuvent utilisée pour
séparer un type de polyméres de I'ensemble de la fraction polyosidique.

Les polyosides de structure des parois végétales peuvent étre divisés en
trois groupes : la cellulose, les polyosides non celiulosiques ou hémicelluloses
ot les substances pectiques. Le tableau | présente quelques propriétés générales
de ces substances.

TABLEAU I
Propriétés des polyosides de structure des végétaux (Bailey, 1973)
Nature Fonction o
Groupe Solubilité
P physique générale
X Eau chaude
Substances Amorphe Ciment oxalate NH,4 chaud
pectiques intercellulaire ou EDTA
Potyosides non _ , Eau (1}, alcali dilué
cellulosiques Paroi cellulaire ou alcali-borate
{hémicelluloses)
Cellulose Cristalline Fibre Acide concentré
- microfibrilles

(1) Seutement airés délighication > v ECETAUX Vol. 2 - part 1
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Aprés un bref rappel de quelques propriétés de ces divers constituants,
nous présenterons un certain nombre de méthodes de dosages de ces composés.

La cellulose esi t'éiement essentiel des parois cellulaires des végétaux supé-
rieurs ol elle joue le rdle de substance de soutien. Elle se rencontre rarement &
I’état pur mais se trouve associée dans les tissus végétaux avec des substances
trés diverses, les unes 3 peu prés constantes, bien gu’en quantités variables d'un
végétal & un Autre (lignine, hémicelluloses, glucosanes, pentosanes, matiéres
pectiques, matiéres minérales) les autres occasionnelles (tanins, matiéres colo-
rantes, matiéres grasses, matiéres azotées diverses). Certains de ces composés tels
ies tanins, les matiéres grasses et les colorants peuvent é&tre facilement éliminéds
par des solvants appropriés alors que la lignine et les pentosanes nécessitent I'em-
ploi de réactifs plus énergiques. Ceci incline & croire que ces derniers composés
sont chimiquement liés A la cellulose. Les celluloses que I'on extrait des végétaux
ne sont pas toutes chimiquement identiques. En se basant sur ia solubilité dans
la soude on distingue les ¢, les f§ et les <y cellutoses. Ces distinctions sont d'ailleurs
conventionnelles, et ne correspondent pas & des entités chimiques; seule i
cellulose doit &tre considérée comme de la cellulose pure (celiulose de coton, de
ramie}.

On réunit sous le terme « hémicelluloses » les composés glucidiques que
on rencontre associés 3 la cellulose dans la membrane végétale. Ces substances
ont été longtemps considérées comme les précurseurs de la cellulose. Les hémi-
celluloses peuvent étre divisées en deux classes principales : les pentosanss, cons-
titués de pentoses et les hexosanes non cellulosiques. La plupart.des pentosanes
sont solubilisés dans les alcalis dilués {5 — 10 %) et les hexosanes & l'aide d'alcalis
plus concentrés (17 — 24 %) ou d’alcali-borate {24 % — 4 %). Le groupe des hémi-
celluloses n‘est pas homogéne; on distingue une « hémicelluiose A » qui précipite
par acidification de U'extrait alcalin du matériel végétal et une ¢« hémicellulose B »
qui précipite par addition d'alcool au filtrat provenant de la fraction ¢ d'hémi-
cellulose A ». A coté des pentosanes (xylanes — arabanes) et des hexosanes
(mannanes, galactanes) on rencontre des 3-giucanes constitués d'unités § D-glucose
lides en 3 1-3 et § 1-4. Certains composés végétaux renferment également des
méthyipentoses comme le rhamnose (feuilles) et le fucose {algues).

Les substances pectiques, qui sont un groupe de polyosides amorphes, font
fonction de ciment-intraceliulaire. Ces polyméres mixtes d’oses et d'acides uro-
nigues sont plus ou moins facilement extraits du tissu végétal, en utilisant |'eau
chaude, les acides dilués ou des solutions chaudes d'oxalate d’ammonium ou de
EDTA (Bailey, 18973},

La lignine correspond & un groupe de substancesde haut poids moléculaire
de nature aromatique et qui reste mal connu. Elle incruste la celluiose et les hémi-
celluloses de la paroi des cellules végétales, elle est alors insoluble. Aprés dégra-
dation ménagée, elle peut étre dissoute dans de nombreux solvants organiques; de
méme, elle peut étre solubilisée dans I'eau mais seulement en milieu alcalin.
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I. METHODES DE DOSAGE
DES CONSTITUANTS DES PAROIS

METHODES DE DOSAGE DE « L'{NSOLUBLE CELLULOSIQUE »

La détermination quantitative de la cellulose dans un matériel végétal est
toujours délicate. Elle consiste & éliminer par un procédé chimique approprié les
substances qui accompagnent ou incrustent la cellulose. Les méthodes proposées
tiennent compte de la résistance de la cellulose & I'action des agents oxydants
modérés, des acides ou des bases dilués qui détruisent par contre plus ou moins
compiétement les autres constituants de la membrane. Parmi ceux-ci retenons
les hémiceliuloses, la lignine, les tanins, les matiéres pectiques, les gommas et
mucilages. Selon le comité d'étude « Cellulose » de la Commission frangaise de
normalisation internationale on entend conventionnellement par ¢ indice d'inso-
luble dit cellulosique » {cellulose brute) la totalité des substances perdues lors de
Iincinération du résidu séché restant aprés traitement acide et alcalin du produit.
Il existe de nombreuses méthodes de détermination de la cellulose; toutefois le
choix du procédé & appliguer est conditionné par la nature du matériel étudia et
par le but poursuivi, Nous distinguerons les méthodes gravimétriques et volumé-
triques.

a) Méthodes gravimétriques

1) Méthode Weende (1809)-

Une des plus anciennes méthodes de dosage de ¢ I'insoluble cellulosique »
est sans conteste celle mise au point par I'institut Agronomique de Weende.Par
définition et selon la norme ISO-AFNOR (NF Vv 03 040, 1977} I'insoluble dit
¢ cellulosique » correspond aux substances perdues lors de I'incinération du
produit résistant aux attaques successives acide et alcaline.

Le schéma 1 résume le processus opératoire utilisé. Le produit broyé est
soumis & une attague par Vacide sulfurique 0,255 N 3 ébuilition pendant 30
minutes. La séparation du résidu peut s’effectuer par filtration sur toile de nylon,
sable de mer ou amiante du type dit pour creuset de Gooch. Le résidu est ensuite
soumis & une attaque par la soude 0,313 N A ébullition pendant également 30
minutes. Aprés filtration, effectuée comme précédemment, le résidu est lavé A
I'eau permutée chaude. L'insoluble obtenu est séché & 130 °C, pesé, puis incinéré
a 550 °C,

Cette méthode est applicable aux produits agricoles et alimentaires, mais
pas au matériel dont la teneur en cellulose est inférieure & 1 %. Le résidu obtenu
dans ces conditions précises ne correspond pas & une cellulose pure. Selon Jongt,
1967, il peut contenir,associées a la cellulose, des quantités variables de pento-
sanes et de lignine.
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Schéma 1

Dosage de la cellulose
Détermination de I ¢ indice d'insoluble cellulosique »

Méthode de |* ¢ insoluble » dit cellulosique
Weende (1809)

Produit Broyé (3 g}

{Délipidation)

|

Traitement par : — 200 mi H,504 0,25 N ébullition, 30 mn
—~— 200 ml NaOH 0,313 N ébullition, 30 mn

Filtration

|

Lavage (eau chaude)

Séchage 100°C 1 h

-

Incinération 600 °C 1 h

Utilisations : produits agricoles et alimentaires, correspond 2 la cellulose brute.
Méthode normalisée AFNOR NFV 03-040,

2) Mérhods Scharrer modifide (1931)

Cette méthode, qui fait I'objet de la norme AFNOR V 03-041 da février
1977, a &té mise au point pour doser la cellulose dans les céréales et produits
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 & 3 g, {schéma 2} est soumise & un traitement par un
mélange d'acide acétique, nitrique et trichioracétique 3 ébullition pendant 30
minutes. Le résidu est séparé par filtration sous pression réduite sur un creuset
filtrant et lavé successivement par de I'eau bouillante et de I'acétone. Aprés
séchage & 130 °C, it est pesé avant d’étre incinéré & 550 °C pendant 30 minutes.
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Schéma 2

Dosage de la cellulose
Détermination de I’ « indice d'insoluble cellulosique »

Méthode de I' « insoluble » dit cellulosique
Sharrer {1931)

Produit Broyé (1 — 3 g)

Traiterment Par : — acide acétique (1,07 g/ml, 900 mi),
— acide nitrique (1,4 g/ml, 60 mi),
— acide trichloracétique
Ebuilition 30 mn

l

Filtration

Lavage résidu {eau bouillante + acétone)

l

Séchage 130°C 1 h

|

Incingration 550 °C 30 mn
Utilisations : céréales et produits céréaliers a faible teneur en cellulose,

Répétabilité 5 %. Méthode normalisée AFNOR NFV 03-041,

3} Méthode aux détergents, Van Soest (1963 a, b)

De nombreux travaux ont été entrepris par Van Soest et ses collaborateurs
dans le but de mettre au point des méthodes de dosage des composés hémicellu-
loses, ceflulose, lignine qui donneraient des teneurs en « fibre » contenant le
moins d’azote possible. C'est ainsi que les détergents anionique et cationique en
milieu tamponné ont été étudiés afin de trouver une combinaison qui permet-
trait I'obtention de résidus cellulosiques pauvres en azote. Dans cet optique, deux
détergents ont été retenus : le lauryl suifate de sodium en solution neutre ou lége-
rement alcaline et un composé ammonium quaternaire, le bromure de cétyitri-
méthyl-ammonium en milieu sulfurique. Ces détergents entrainent la solubilisa-
tion des polyosides non cellulosiques, des protéines et des acides nucléiques, soit
au total environ 90 % de I'azote,
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Le procédé au détergent acide {Acid Petergent Fiber) permet |'obtention
de la fraction la plus indigestible, celiulose + lignine. Le schéma 3 rend compte du
protocole opératoire utilisé. Si les conditions de préparation de cet ADF restent
encore assez arbitraires, les résultats obtenus sont reproductibles. L'étude des
résidus « lignocelluloses » ainsi préparés ont montré que ces fractions étaient

relativement pures et leur composition était en bonne relation avec la digesti-
bilité des fourrages.

4} Méthode & I'acide formique (Guillemet et Precaptis, 1942; Guillemet et
Jacquot, 1943; Tollier, 1974-1975) .
L'acide formique concentré et chaud est un trés bon solvant des protéines.

La fraction ¢ celiulose et lignine » reste pratiguement inattaquée. Dans ce cas

Schéma 3
Dosage de la cellulose + lignine

Méthode au détergent acide
Van Soest {1963)

Produit broyé (1 g)

Traitement par solution de bromure de cétyltriméthylammo‘nium
Ebullition 1 h

|
Filtration
Lavage {eau bouil!an_te, acétone}
Séchage 100 °C, 8 h — Cellulose + lignine
Traitement par H,S04 72 % 3 h, 20-23 °C
Filtration
l

Lavage (eau éhaude, acétone)

Séchage 100 °C

LES meinkratieRBR0 VE N AUKISNNG  part 1
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13, également, les matiéres minérales sont déterminées par calcination {schéma 4).
C’est une méthode rapide, simple & mettre en ceuvre et Gui permet d'obtenir des
résultats trés reproductibles. Le seul point délicat, est sans nul doute le choix
du procédé de filtration qui dépend de la quantité d’amidon du matériel dosé.
Les verres frittés qui conviennent dans le cas de substrats pauvres en glucides de
réserve, peuvent étre remplacés par un fiitre en feutre de Carbone RVC 2 000 (1),
qui a i'avantage de ne pas se colmater en présence de quantités importantes
d’amidon,

Dans le tableau Il nous avons rassemblé des valeurs de lignocellulose obte-
nues avec la méthode Van Soest au détergent acide (ADF} et avec I'acide formi-
que, comparées aux taux de cellulose Weende, ceci pour des tourteaux de colza
et de tournesol.

b} Méthode votumétrique (Van de Kamer at Van Ginkel, 1952)

Ce procédé permet de doser la cellulose dans les céréales et produits céréa-
tiers; elle est particuliérement bien adaptée pour les produits peu riches en cellu-
lose, comme la mie de pain par exemple. Le principe en est Je suivant : fe produit

Schéma 4

"Dosage de la cellulose
Détermination de I’ « indice d'insoluble cellulosique »

Méthode de I’ « insoluble » dit formique
Guillemet et Préceptis {1942}, Tollier {(1974)

Produit broyé (5 g)
Traitement par I'acide formique 80 %, ébullition, 75 mn
Filtration
Lavage du résidu (eau bouillante + éthanol 95 % + éther)
Séchage 100 — 105 °C
Incinération 550 °C, 4 h (— cendres)

Utilisations ; produits céréaliers, correspond 3 la Cellulose + |a lignine. Méthode
rapide. Répétabilité 4 %.

(1) RVC 2 000 de Carbone Lorraine, 41, rue Jean Jaurds, Gennevilliers.
LES POLYMERES VEGETAUX Vol. 2 - part 1

109/529




Dosage des polyosides 163

TABLEAU 11

Comparaison des valeurs de lignocellulose obtenues par différentes méthodes
{Tollier, 1976)

Tournasols Colzas primor Coizas industriels
Détargents
acides 26,4 28,3 38,8 188 188 195 8 220 219
Van Soest C+L
Insoluble
formique 208 2256 31,2 17,2 19,4 18,1 208 20,2 20,1
C+ L
& Cellulose » 114 | 117 [ 123 [ 138 | 138 | 131
Weends ' y ' ‘ '
4 Lignine » 76 | 87 |120 | 72| 72| 74| 85| 90| 87
Van Soest

finement broyé est traité par un mélange d'acide acétique, nitrique et trichloracé-
tique, dont fes proportions sont voisines du réactif de Scharrer, pendant 30 minu-
tes & ébullition dans un flacon a acétylation {fig. 1).

Aprés refroidissement la cellulose restée insoluble est séparée par filtration
sur verre fritté et lavée & I'eau chaude {schéma 5). La deuxidme étape du dosage
peut s'effectuer -

— soit par gravimétrie, en pesant simplement le résidu sec;

— soit par titrimétrie. Pour ce faire la cellulose filtrée et lavée est solubilisée sur
le verre fritté par de I'acide suifurique concentré, et la solution obtenue est
recueillie dans un volume connu de bichromate de potassium. Aprés oxydation
compléte fa quantité de bichromate utilisé est déterminée par un dosage en retour
& V'aide du thiosulfate de sodium en présence d’empois d'amidon. Selon ta quan-
tité de cellulose présente dans le produit a doser, la solution de bichromate
utilisée est 0,2 ou 1,2 N. i

Le tableau |1 est relatif A la comparaison entre les valeurs de cellulose obte-
nues par la méthode Van de Kamer, le dosage final se faisant par gravimétrie ou
par titrimétrie. La méthode titrimétrique présente I"avantage d'étre plus sensible
puisque I'on peut doser jusqu's 0,3 % de cellulose. De plus, Ia reproductibilité est
bonne et la rapidité satisfaisante; selon les auteurs 16 & 20 déterminations peuvent
étre effectudes par jour,

METHODES DE DOSAGES DES POLYOSIDES NON CE LLULOSIQUES

Hl n’existe pas de méthode spécifiqgue permettant de doser I'ensemble des
hémicelluloses. Van Soest et Wine, 1967 ont mis au point un procédé rapide de
détermination de Fensemble des constituants membranaires hémiceiltuloses,
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Comparaison entre méthodes gravimétrique et titrimétrique

TABLEAU {11

M. Th. TOLLIER, A M. RIQUET

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

Gravimétrie Titrimétrie
Poids | o Fipre [ Poids | o gy
échantiilon brute échantillon | brute
{eng.} {eng.)
Farine de bié | 30 0,20 5 0,20
i 30 0,27 5 0,27
Hi 10 0,56 2 0,56 -
v 15 0,58 2 0,60
Vv 10 0,78 15 0,76
Blé entier 10 2,02 05 1,93
Sondeblé 3 9,40 1 9,50
Remoulages 5 7,80 i 7.80
65mm D

I

Fig. 1 — Apparaillage de digestion (I} et de filtration {11} utilisé dans le dosage de la cellulose
selon Van De Kamer, 1952,
I: A — Fioie & acétylation surmontée d'un condenseur 3 air,
I1: A — Plague de verre,
B — Fiole d"arlenmeyer de 100 mi.

67 Entommens D S S GRTA 5 2B .
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Schéma 5
Dosage de la cellulose

Méthode volumétrique
Van de Kamer et Van Ginkel (1952)

Produit broyé

Traitement par : — acide acétique (70 %, 1 750 cm3)
— acide nitrique {65 %, d. 1,4, 124 cm?)
— acide trichloracétique 50 g

Ebullition 30 mn
Filtration — Lavage

Solubilisation dans H,S0,4 + Bichromate de K 0,2 N

Titration par thiosulfate 0,1 N

Utilisations : produits céréaliers,

cellulose, lignine, par l'utilisation d'un détergent, le lauryl suifate de sodium en
milieu neutre. En défalquant les valeurs de lignocellulose obtenues avec le déter-
gent acide {ADF), il est ainsi possible de calculer les quantités d’hémicelluloses
présentes dans le matériel végétal étudié. Dans le cas des aliments pour animaux
les résultats obtenus par ces méthodes sont en bon accord avec ceux résultant
d’un traitement enzymatique par un mélange d'a-amylase et de pepsine. Les pen-
tosanes, représentent la fraction « d’hémicelluloses » qui conduit, par hydrolyse
totale, au xylose et arabinose. Les méthodes de dosage proposées pour ces
substances reposent sur le principe suivant : hydrolyse préalable en pentaoses
suivie de leur transformation en furfural sous I'influence de I'acide chiorhydrique
& chaud. Le furfural libéré peut étre dosé par différentes techniques (schéma 6) :
— distillation du furfural et colorimétrie & I'acétate d‘aniline (Duffau, 1946;
Cerning, 1973);

— gravimétrie aprés formation d'un complexe insoluble, soit avec i'acide thiobar-
biturique soit avec le phioroglucinol {AACC, 1945; Brunel, 1950);

— titrimétrie aprés oxydation en acide pyromucigue (Brunel, 1950;A0AC,1962),

La plupart de ces méthodes sont applicables aux céréales et graines, mais de
nombrelses substances interférent; seule la méthode colorimétrique 3 I'acétate
d’aniline peut étre considérée comme spécifique.
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Schéma 6
Dosage des pentosanes

Matérie! végétal

l

Broyage

Hydrolyse {(HCI 4,25 N 2 chaud)

l

/Fualfural\

Entrainement 2 la vapeur

(Duffau, 1946;
Cerning, 1973)

Complexe furfural-acé- -
tate d’aniline

Colorimétrie, 530 nm

Complexae insoluble

— Acide thiobarbiturique
— Phloroglucinot
(Brunel, 1950)

Dosage gravimétrique

Oxydation (BrO;K)

acide pyromucique

Dosage iodométrique

— Spécifique (concen-
tration en hexoses <<
400 x concentration
en pentoses; concen-
tration en acides uro-
niques << 10 %)

— Reproductibilité 2 %
— Applications : céréales
et produits céréaliers

— Non spécifigue {inter-
férences entre HMF,
méthyl-pentosanes et
tanins dans le cas de
la méthode au phloro-
glucinol})

— Applications : céréales
et graines, méthode
officielle AOAC, 1945
{phloraglucinol}

— Non spécifique (interfé-
férences entre HMF et
méthyi-pentosanes)

— Applications : analyses
de série méthode offi-
cielle AACC, 1962

METHODES DE DOSAGE DES SUBSTANCES PECTIQUES

L'extraction des pectines s‘effectue 3 partir d'ur_'_r" matériel finement broyé
en milieu aqueux ou faiblement acide ou encore en utilisant des agents com-
plexants, tels I'EDTA ou I‘oxalate de sodium. Aprés une purification par préci-
pitation alcoolique ou passage sur résine anionique, elles sont dosées par différen-
tes techniques qui peuvent étre divisées en 3 groupes principaux :
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TABLEAU IV
Détermination dg la teneur en acide polygalacturonique
par des méthodes gravimétrigues
— . Domaine
Méthodes Principe Mode opératoire d'application Référances

Teneur en Saponification par NaOH 10 % et Interférences | Wichmann, 1922
acide précipitation par HC1 == SN & I’'ébul- des matériaux | Dene!, 1950
pactique lition pendant 5 minutes de I'acide solubilisés non

pectique. Filtrer, Sécher. Peser, calciner. spécifiques,

Repeser.
Teneur en Saponification par NaOH. Précipitation | Nécessité d'une Dausl, 1950
pectate de du pectate de Na soluble en pectate ds purification Doasburg, 1965
Ca Ca par Cl5Ca en milisu acétique. Résu)- préalable car in-

tat exprimé on p. 100 pectats de la prise | terférence des

d'essai ou en acide polygalacturonique oxalates er

{Ac. Pgal.). polyuronides.

Méthode cou-
rante.

Décarboxy- | Décarboxylation des acides uroniques Non spécifique |Lefévre et
lation sous Faction d"HCI & 12 % & I'ébulli- de |'acide galac- | Tollens, 1907

tion. Absorption quantitative du CO, turonique. Deuel, 1950

libéré sur KOH & 50 % ou amiante

sodée dans tuba tard, *

-

— détermination de la teneur en acide polygalacturonique: ce sont généralement
des méthodes gravimétriques qui sont basées, soit sur des réactions de saponifi-
cation suivies de précipitation, soit sur des réactions de décarboxylation {ta-
bleau 1V);

- détermination des uronides par des méthodes colorimétriques dont le principe
repose sur la réaction des dérivés furfuriques obtenus par Vaction, 3 chaud, d'un
acide concentré avec divers composés aromatiques, Parmi les réactifs utilisés
anthrone (Helbert et Brown, 1959), orcinol {Khym et Doherty, 1952) naphtoré-
sorcinol (Rahman et Joslyn, 1953) c'est le carbazol en milieu sulfurique (Disch,
1947; McComb, McCready, 1952; Thibault, Robin, 1975) qui reste le plus usité.
I} est & préciser que les oses neutres interférent lorsqu’ils sont présents en quantité
importante. Blumenkrantz et Asboe-Hansen (1973) utilisent le métahydroxy-
diphényl ou métaphenylphenol qui présente I'avantage de ne pas réagir avec les
hexoses;

— détermination de la teneur en groupements méthoxyles{-OCHs) ou carboxyles
libres (COOH) par colorimétrie ou complexation ou tout simplement par titri-
métrie.
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TABLEAU V
Détermination des pectines de divers produits par 3 méthodes
{Ahmed E. et Scott L.E., 1958)
Résultats exprimés en %

Méthode au pec- Méthode de Méthode au
Produits analysés tate de calcium | décarboxylation carbazole
Pectines citron { 76,8 73,4 81,2
Pectines citron I 754 75,6 838
Cassis 4,2 36 38
Groseille ' 58 38 3,1
Patate douce 24 11,0 10,1
Tomate 40 2,7 29

Pans le tableau V nous avons rassemblé les valeurs de détermination des
pectines selon différents procédés (Ahmed et Scott, 1958),

METHODES DE DOSAGES DE LA LIGNINE

La détermination de la lignine reste trés arbitraire. La plupart des méthodes
couramment employées sont entachées d'erreurs; les valeurs obtenues correspon-
dent soit & une partie de la lignine totale, soit & un ensemble composé de lignine
et de substances glucidiques ou protéiques fortement lides 2 |a fibre.

Le principe de dosage de ce constituant repose sur deux de ses caractéris-
tiques : son insolubilité en milieu sulfurique concentré qui est la base des métho-
des gravimétriques et sa solubilité dans le bromure d’acétyle en milieu acétique,
qui a permis de mettre au point des méthodes spectrophotométriques.

a) Dosage de la lignine insoluble « selon Klason »

L.a technique de Kiason, 1908, qui représente quelque peu la méthode de
référence, préconise |'utilisation de I'acide sulfurique & 72 %; cette solution dis-
sout toutes les substances glucidiques et protéiques laissant un résidu correspon-
dant 3 la lignine brute.

D’autres procédés reposant sur le méme principe ont été depuis utilisés
assez largement dans I'étude des fourrages. Il s’agit dans un premier temps de
préparer la lignocellulose selon la méthode de Van Soest, 1963, au détergent
acide. A partir du résidu ADF plusieurs possibilités d'estimation de la lignine
peuvent étre ratenues :

— solubilisation de la cellulose par H2S04 72 %, laissant la lignine insoluble
{Van Soest, 1963; POLYMERES VEGETAUX Vol. 2 - part 1
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— oxydation et solubilisation de {a lignine par le permanganate de potassium
{Van Soest, 1968);
— solubilisation de ia lignine par du triéthyléne glycol-HCI (Edwards, 1973).

Un autre moyen de doser la lignine par spectrophotométrie a été mis au
point par Johnson et coll.,, 1961. Le principe réside sur la solubilisation de la
lignine dans un mélange de bromure d’acétyie et d’scide acétique, I'absorption
de la solution obtenue est mesurée & 280 nm. Cette méthode a été modifiée par
d'autres auteurs en fonction du matériel & étudier (Marton, 1967; Morrisson,
1972).

b} Dosage de la lignine solubilisée « au bromure d‘acétyle » {1)

Cette méthode est applicable & des prises d'essai d’une dizaine de milli-
grammes soit des quantités de lignine de quelques milligrammes. Elle présente,
par rapport & la méthode selon Klason, le double avantage d'étre une micro-
méthode et de permettre le dosage de la « lignine soluble dans les acides ». Cette
fraction de la lignine totale, n'est pas précipitée en milieu sulfurique vraisem-
blablement & cause de sa composition chimique, de son faible degré de polymé-
risation, de ses liaisons avec les polyosides.

L'élimination compléte des polyphénols autres que les lignines, la solubi-
lisation totale de I'échantillon et ie choix d'une lignine de référance constituent
les trois points délicats du dosage.

-

L'élimination des polyphénols est parfois difficile, par exemple dans le
cas des tanins souvent fortement « liés » aux parois cellulaires. L'extraction
peut étre améliorée d’'une part, en diminuant la granuiométrie de I’échantillon,
par broyage dans i"azote liquide par exemple, et d‘autre part, grice & une pré-
extraction & température ambiante par de la soude normale sous azote pendant
une heure. Ce traitement qui ne réduit pas de fagon significative la teneur en
lignine permet & la fois I’'extraction des polyphénols et améliore la reproducti-
bilité des dosages.

La solubilité des échantillons dans le réactif, bromure d’acétyle & 25 % en
volume dans l'acide acétique, est un facteur important de la reproductibilité.
Solubilité, et donc reproductibilité, dépendent beaucoup de la granulométrie
des micro-échantillons et de la qualité du réactif : « fraicheur » liée trés vrai-
semblablement & la teneur en eau. L'amélioration de la reproductibilité, aprés
traitement alcalin des échantillons, est certainement due au gonflement des parois
qui entraine une meilleure solubilisation.

L."étalonnage du dosage, enfin, peut étre fait soit par référence A la teneur
en lignine selon Klason soit par rapport a une lignine étalon. Dans ce dernier cas,
il est commode d'utiliser des « lignines au dioxane » (voir Monties, cet ouvrage}
qui sont faciles & préparer et contiennent des quantités négligeables d’oses hydro-
lysables. Dans ces conditions les gammes étalon sont linéraires, au moins entre 1 et
25 mg de lignine, et sont trés reproductibles. Les gquantités de lignine estiméas
selon ce protocole sont parfois trés significativement supérieures 3 celles trouvées
par le dosage selon Klason. L'origine de ces différences est inexpliquée pour ie
moment.

LES POLYMERES VEGETAUX Vol. 2 - part 1
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Il. FRACTIONNEMENT DES POLYOSIDES
DE LA PAROI VEGETALE

Aprés avoir présenté un certain nombre de méthodes permettant le dosage
des fractions hémicelluloses, cellulose, lignine, nous allons maintenant examiner
quelques possibilités de fractionnement des polyosides de structure. Ce procédé
d'étude apporte des renseignements tant sur le plan quantitatif que sur le plan
qualitatif. En précisant la nature et I'importance des unités constitltives de ces
fractions, ces méthodes peuvent aboutir & une meilleure connaissance de la
composition de ces substances.

METHODE DE FRACTIONNEMENT SELON JARRIGE, 1961

Cette méthode permet de déterminer successivement, sur un méme é&chan-
tillon, les quatre principaux groupes de constituants glucidiques (schéma 7).
Celuici est tout d'abord traité & |'eau tiéde puis par un mélange alcool-benzéne
de fagon 3 extraire la totalité des glucides cytoplasmiques, les lipides et une
fraction importante de matiéres azotdes. Le résidu membranaire ainsi obtenu
renferme |'ensemble des polyosides de structure et la ligning, I} est alors soumnis
4 laction de I‘acide sulfurique environ 1,8 N pendant 3 heures sous reflux, de
fagon & hydrolyser la plupart des hémicelluloses sans toutefois attaquer la fraction
lignocellulose. Cette derniére est traitée par de l'acide sulfurique environ 27 N
a température ambiante pendant 4 heures, puis aprés dilution de l'acide elle
est maintenue & ébullition pendant 3 heures. La fraction restante correspond & la
lignine brute. Une détermination du pouvoir réducteur (Neison et Somoggi, 1952}
permet dans un premier temps d’avoir une idée de la quantité globale des substan-
ces libérées dans les deux hydrolysats. Les oses constitutifs sont ensuite dosés
aprés séparation par chromatographie sur papier (Jermyn et Isherwood, 1949).

METHCDE DE FRACTIONNEMENT SELON SALC, 1965

Le princips de ce fractionnement, trds voisin de celui de Jarrige, est basé
sur les hydrolyses acides progressives. A noter une légére différence entre ces 2
méthodes; celleci réside dans le choix de I'acide destiné & hydrolyser la fraction
hémicelluloses. Lors du fractionnement selon Salo, le résidu membranaire, obtehu
aprés extraction a chaud des oses et oligosides de faibles poids moléculaire par
I"éthanol B0 °, est soumis & l'action de I'acide chlorhydrique 0,7 N pendant 5
heures 4 96 °C (schéma 8).

La méthodologie d'isolement des fractions celiulose et lignine reste iden-
tique 3 celle préconisée par Jarrige.

A partir des extraits chlorhydriques et sulfuriques neutralisés sont réalisées
les déterminations des substances réductrices {(Nelson, 1944) des générateurs de
LES POLYMERES VEGETAUX Vol. 2 - part 1
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Schéma 7
Schéma de fractionnement seton Jarrige (1961}

Fourrage

Eau
Extrait a‘queux Rési;‘pesé . -
Glucides cytoplasmiques l :
Azote Alcool-Benzéne :

Résidu pesé = résidu membranaire

H,S04 5%

¥
Hydrolysat 5 % Résidu pesé = Lignocellulose .
Hémicelluloses : pouvoir réducteur x 0,9

Hexosanes 5 %

aprés séparation

Xylanes 5% chromatographique

Arabanes 5%

\

Azote H,S0, 72%

(pUiS H2504 5%
[

Hydr‘olysat 72% Résidu pesé et incinéré

Cellulose : pouvoir réducteur x 0,9

Xylanes 72% Lignine brute

aprés séparation

chromatographique
Glucosanes 72 % graphiq

Azote z
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furfursl (Duffau, 1946; Cerning et Guilbot, 1973}, du glucose {Lloyd et Whelan,
1969) et des acides uroniques {Dische, 1947; McComb et McCready, 1952).

Schéma 8
Schéma de fractionnement {Salo, 1965)

sur

Dosage des sucres Echantillon Dosage de la « cellulose »
générateurs de furfural .
Extraction 4 chaud
par I'éthanol 80 3 ~, 90 °C
Résidu Soluble
* Glucides (anthrone H,50,)
HCI0,7 N * Chromatographie quantitative
5ha100°C | colonne et sur couche mince.
Résidu Solubie
* Pouvoir réducteur
H,S0, 26 N * Pentoses
5h & 20°°C * Glucose
* Acides uroniques
H;804 VI N + Chromatographie sur couche mince
4hat00°C
Résidu Soluble
calcination * Pouvoir réducteur
Lignine brute * Glucose

+ Chromatographie sur couche mince
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METHODE DE FRACTIONNEMENT SELON BAILEY, 1966

La caractéristique essentielle de ce fractionnement est Visolement des
substances pectiques par I'oxalate d’ammonium & chaud avant I'hydrolyse des
hémiceiluloses par |"acide sulfurique N (schéma 9). Le protocole opératoire est
ensuite sensiblement équivalent & celui de Jarrige et de Salo. Il faut toutefois
noter que les tamps d'hydrolyse sont plus courts.

Schéma 9
Fractionnement des glucides dans les fourrages, Bailey (1966)

Echantillon

Ethanol 80 % & chaud {90 °C)
Filtrat Résidu
Ebullition dans H,O pendant 10 mn

-

Sucres solubles dans H,0
Résidu

Reflux 2 h dans l'oxalate
d’ammonium 3 chaud (85 °C)
Résidu Substances pectigues

Reflux 2 h dans H,504 N

Résidu Hémiceliuloses
H;50,, 72 % 4 h & température: ambiante
puis reflux pendant 2 h
Résidu Callulose

Calcination

Lignine brute
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Il existe encore d'autres processus de fractionnement des polyosides de
structure. lls différent surtout les uns des autres par le choix du réactif utitisé
pour I'extraction de I'hydrolyse des hémicelluloses et matiéres pectiques.

CONCLUSION

Les polyosides de structure représentent une fraction trés importante des
végétaux. Une meilleure connaissance de leur évaluation guantitative et de leur
constitution en monoméres ne peut avoir que des répercussions trés intéressantes
au niveau de la nutrition animale.
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Les tanins des végétaux

Les tanins naturels sont par définition des substances polyphénoligues
végétales qui présentent la propriété de s'associer et de se combiner avec les
protéines ainsi qu'avec certains polyols. Ce comportement est & la base des pro-
priétés tannantes qu'ils exercent sur le collagéne de la peau des animaux, au cours
de sa transformation en cuir. De médme la précipitation des protéines salivaires
et des glycoprotéines buccales permet d’'expliquer la physiologie de I'action
astringente des tissus végétaux avant maturité. C’'est pourquoi, le test le plus
courant pour la recherche des tanins est basé sur la précipitation d“une solution
aqueuse de gélatine 4 0,5 %. Ces propriétés tannantes sont directement respon-
sables de l'inhibition des 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
{sulfate de cinchonine) pour complexer les ions de métaux lourds et pour ré-
duire le KMnO,. Ajoutons que, comme beaucoup de composés phénoliques
simples, les tanins forment des chélates bleu-violacé avec le FeCl;, réaction qui
a &té utilisée pendant des siécles pour la préparation des encres ¢ ferrogalliques ».

Les propriétés tannantes concernent plus particuliérement un ensemble
de substances polyphénoligues d’origine végétale dont les masses moléculaires sont
comprises entre 500 et 3 000, que 'on peut classer d’'emblée en deux catégories :
les tanins hydrolysables ou gallotanins et les tanins condensés ou tanins caté-
chiques.

La plupart des structures chimiques de ces substances naturelles, connues
depuis peu de temps, ont fait 'objet de travaux remarquables ol se sont ilustrés
notamment de nombreux chercheurs des écoles de Heidelberg avec Freudenberg
et Weinges, en Allemagne, et de Sheffield avec Haslam en Angleterre. C'est grice
au perfectionnement des méthodes d'isolement et de fractionnement ainsi gqu’aux
renseignements apportés par les techniques modernes d’analyse structurale
{IR; 'H, 13C RMN) que des progrés décisifs ont pu étre accomplis qui ont permis
de préciser la structure d’un certain nombre de tanins.

I. TANINS HYDROLYSABLES

Tandis que les tanins condensés sont présents dans la plupart des plantes
vasculaires, les gallotanins sont rencontrés dans les dicotylédones et uniquement
dans certains ordres {Bate-Smith, 1978).

LES POLYMERES VEGETAUX Vol. 2 - part 1

123/529




Las tanins des végétaux 253

L'hydrolyse de ces substances en milieu acide fournit soit du glucose soit
un dérivé polyalcoolique (acide quinique, galitol) & c6té de |'acide gallique ou de
dérivés tels que les acides ellagique {I11), chébulique {IV}, déhydrodigallique (V)
valonique (VI} (fig. 1).

L'hydrolyse peut étre avantageusement effectuée par voie enzymatique a
I'aide d’hydrolases fongiques telles que la tannase d'A. niger, Cette préparation
enzymatique que {’on sait purifier, incorpore deux types d'activités estérasiques :
une activité estérasique vraie et une activité depsidasique que I'on peut fractionner
par chromatographie sur gel.

Les gallotanins peuvent donc étre considérés comme des polyasters galioylés
du glucose que |'on classe & Fheure actuelle en deux catégories :

— les gallotanins qui libérent par hydrolyse I'acide gallique (I} et ses dérivés -
galloylés (depsides),

— les ellagitanins qui libérent par hydrolyse de I'acide gallique (I} et qu’accom-
pagnent des acides tels que |'acide eilagique {l11}, I'acide chébulique (1V), I"acide
valonique {VI), etc...

O
RO HO OHC HO 0—c¢7
L :
HO & HO  ©OH
,L—09 OH
C o
(n (11) (1)
OH

CO2H COpH H,OC OH HO

Ho%o @
O OH
OH OH CO,H o fO:2H
(IT) I 1
HO OH
OH

(X)

Fig. 1 — Acides phénoligues caractéristiques des tanins galliquas et ellagiques.

{i} Acide gallique {IV) Acide chébulique
{11}  Acide hexahydroxydiphénique (V) Acide déhydrodigallique
{11} Acide silagique (V1) Acide valonique
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LES GALLOTANINS

Bien que les ellagitanins soient représentatifs des tanins hydrolysables les
plus répandus, les gallotanins n'en sont pas moins intéressants pour leur intérét
a la fois commercial et historigue,

Des espdces de Rhus appartenant & |a famille des Anacardiacae sont la
source des gallotanins les mieux connus : gallotanins de Chine (VII) (galles et
feuilles de Rhus semialata} et de Sumach (V) {feuilles de Rhus coriaris} tandis
que du bois de Quercus infectoria on extrait la gallotanin de Turquie {VII). (fig.
2). A noter aussi que la famille des Coriariacae rassemble plusieurs espéces riches
a la fois en tanins galliques et ellagiques.

L’hydrolyse acide des gallotanins de Chine et de Sumach {VIi, n =0, 1 et
2) ainsi que de Turquie (VII, n = 0, 1 et 2 avec les positions 2 et 4 du glucose
diversement substituées) (fig. 2} libére du glucose et de I‘acide gallique dans la
proportion 1/6 & 1/8. Ces structures ont été confirmées a la fois par des méthodes
chimiques et spectrophotométriques de 'H RMN des molécules perméthylées,
Par méthylation spécifigue au diazométhane des OH phénoliques libres puis
hydrolyse en milieu acide il y a formation simultanément des acides 3, 4, 5
tri 0 méthylgallique et 3, 4 di 0 méthyigallique. D’autre part, les liaisons depsi-
diques caractéristiques des’ groupements galioyl galliques sont facilement rompues
Par méthanolyse ménagée & chaud et & pH 6,0 tandis que les fonctions asters
attenantes au glucose sont conservées dans ces conditions. *

De telles structures admettent plusieurs isoméres d'ol la complexité des
mélanges et la nécessité pour isoler des composés purs de faire appel aux méthodes
chromatographiques et uttérisurement & la 'H RMN pour la détermination de la
configuration des molécules. Ajoutons que le glucose, bien que le pius fréquent,
peut étre remplacé par d'autres polyols; il existe en effet dans les gousses d'une
légumineuse d'Amérique du Sud (Caesalpinia spinosa} un gallotanin connu sous
le nom de Tanin de Tara {fig. 2) formé d'un mélange d’esters tétra et penta-
galloylés de I'acide quinique dans lequel I'OH, en position 3, est estérifié, soit
par un résidu m.digalloyle, soit par un résidu m.trigalloyle (i X) (fig. 2).

De méme le gallotanin contenu dans les feuilles d’Acer ginnale (Erable de
Corée} plus connu sous le nom de Tanin d’Acer libare par hydrolyse acide du
galitol (anhydro D glucitol} (X} et de I'acide gallique (1} (fig. 2} tandis que I'hy-
drolyse du tanin des écorces d'Hamamélis virginica produit un ose, I'hamamélose
ou 2C-(hydroxyméthyl) D ribose ainsi que de Iacide gallique (1) {fig. 2). Ce cons-
tituant de I'hamamélitanin serait le 2! , 5 digalloyl-hamamélose (X]).

LES ELLAGITANINS

Ces tanins sont trés répandus dans les dicotylédones ligneuses ol le plus
souvent ils accompagnent les gallotanins, d'autre part certaines espéces de Melian-
thus (Melianthacae) trés riches en ellagitanins présentent la particularité d'étre
pratiquement dépourvues de proanthocyanidines {Bate-Smith). On rencontre les

LES POLYMERES VEGETAUX Vol. 2 - part 1

125/529




256 M. METCHE et M. GIRARDIN

ellagitanins dans les fruits et dans certains bois de plantes telles que Terminalia
chebula (Myrobalans) les cupules de Quercus valonea, les gousses de Caesalpinia
corigria (Divi,divi), les gousses de Caesalpinia brevifolia (Algarobilla), le bois de
cceur de Schinopsis balansae {Quebracho).

Il s'agit des plus connus, toutefois, grice 3 la séparation 3 contre-courant,
4 la chromatographie liquide ainsi qu‘aux méthodes d'analyse structurale moder-
nes, la liste des végétaux contenant des ellagitanins s‘est considérablement accrue
en méme temps qu’une meilleure connaissance de leurs structures. Ajoutons que
la recherche qualitative de ces tanins dans les végétaux est facmtées 3 I'heure
actuetle par le test 4 I'acide nitreux de Bate-Smith (1956),

Les tanins ellagiques peuvent étre considérés comme des esters du glucose
et de i'acide hexahydroxydiphénique (lI} qui est souvent accompagné de ses
dérivés biogénétiques tels que les acides chébulique (1V), déhydrohexahydroxy-
diphénique, déhydrodigallique (V), valonique (dilactone} {V1). A noter que I'acide
eltagique (I11} lui-méme qui peut étre considéré comme un artefact, provient d’une
lactonisation de I'acide hexahydroxydiphénique directement lié¢ par deux fonc-
tions esters & la molécule de glucose, au moment de I’hydrolyse du tanin.

L'utilisation de la chromatographie sur papier, sur colonnes de celiulose,
sur gels de dextranes (Sephadex) associée & la lyophilisation des éluats, facilite &
'heure actuelle 'obtention de produits purifiés dont la structure a pu étre abordée
par des méthodes non destructives (IR, 1H et 13C RMN).

Pour illustrer la démarche retenue pour V'établissemeht de la structure,
nous avons choisi trois tanins différents, la corilagine, la pédunculagine, I'acide
chébulagique et les tanins contenus dans le fruit du grenadier,

1) Corilagine

La corilagine est un tanin cristallisé qui a &té isolé initialement des fruits
de Divi-divi et de Myrobalans et que F'on a trouvé plus récemment dans le bois
d'Eucalyptus delegatensis {Seikel et Hillis (1970).

L'hydrolyse en milieu acide par H,5041N pendant 5-30 mn fournit un
mélange équimoléculaire d’acide gallique (I} {5 mn), d'acide (+) 36 hexahydro-
xydiphényl glucose (HHDP glucose {8H) et d’acide ellagique (111}.

L'hydrolyse ménagée dans I'eau chaude (0,7 & 10H) libére (1) (0,7H) du 36
HHDP glucose ainsi que {HI} (3H), ce qui tend & montrer que le groupement
galioyle est rattaché 3 I'OH anomérique tandis que l'acide hexahydroxydiphé-
nique (1) estérifie les positions 3 et 6 de ia molécuie de glucose.

Bien que les spectres de 'H RMN soient tras utiles pour confirmer la posi-
tion des différents éléments de la structure de la molécule ils ne permettent pas
4 eux seuls d'apporter une réponse absolue. En effet, la corrélation entre les
déplacements chimigues § associés aux protons aromatiques 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 que les & des protons des groupements HHDP
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 Fidentification des protons du glucose diffi-
cile, toutefois, la comparaison des constantes de couplage en relation avec la
conformation du cycle pyranosique (B, B3, 1C, C;...) a largement contribué 3
I'interprétation des spectres dans cette région; encore faut-il étre trés prudent
sur les modifications de conformation que peuvent entrainer les solvants utilisés.

Dans ces conditions, on peut affecter 3 la coritagine la structure 3, 6 {+)
HHDP 1 galloyl glucose, la molécule de glucose ayant la conformation B, {Xila)
ou 1C {XIIb} (fig. 3). Ajoutons que dans le péricarpe de la noix de Juglans regia
existe un isomére de la corilagine, la juglanine qui n‘en différe que par fa confi-
guration (—} de I'acide hexahydroxydiphénique (11}.

2) Pédunculagine

Du bois d'Eucalyptus delegatensis a éé isolée la pédunculagine formée
d'une molécule de glucose de conformation B, estérifiée par deux molécuies
d'acide hexahydroxydiphénique rattachées aux positions 2,3 et 1,6 du glucose
ce qui confére & ce tanin la structure 1,6 — 2,3 di HHDP glucose (XIH) (Fig. 3}).
(Seike! et Hillis, 1970).

3) Acide chébulagique

Les tanins des fruits de Terminalia chebula (Myrobalans) sont formés d'un
mélange d’acides chébulinique et chébulagique {XIV) (fig. 3) qui ont été isolés
sous forme cristallisée. La structure du second (XIV) fait apparaitre, au cours de
i"hydrolyse acide, du glucose ainsi que les acides gallique, ellagique et chébulique
(Iv}. D'autre part, 'hydrolyse du décivé tridécaméthyié obtenu par traitement
prolongé de (XIV) au diazométhane conduit 3 I'acide (+ ) hexaméthoxydiphé-
nigue. L’acide chébulique serait donc le 3,6 HHDP — 1 galloyl 2,4 chébuloyl
glucose {X1V), le glucose étant en conformation 1C.

4) Tanins de Punica granatum et de Castanea sativa

Du fruit du grenadier (Punica granatum) ont &té extraits récemment des
mélanges de tanins qui aprés fractionnements chromatographigues répétés (Mayer
& al. (1977} ont débouché sur des produits chimiquement purs. L’un d'entre eux
la punicalagine (XVI) {fig. 4} libdre par hydrolyse ménagée de I'acide ellagique.
Aprés perméthylation et hydrolyse acide on obtient le dérivé dodécaméthylé du
tétraméthylester de I'acide dodécahydroxyquaterphényltétracarboxytique, ce qui
a permis d'affecter a (XV1) la structure d’un tanin ellagique compiexe. Des struc-
tures encore plus complexes ont été élucidées récemment dans les tanins de
la chataigner (Castanea sativa), dans le bois de Quercus valonea (1) dont celles de
la castaline avec ses dérivés ellagiques, la castalagine {(XV11}, la vescalagine et |'acide
castavalonique {XVIII) ou 4,6 valonoyl castaline (fig. 4} dans lequel une molécule
de castaline est estérifiée par une molécule d'acide valonique (VI). La physiono-
mie de telles structures qui est loin d’étre familiére a cependant le mérite de
rendre compte subjectivement des difficultés qu’a pu soulever leur détermination.

{1} Mayer, 1977.
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Fig. 3 — Structures de tanins gllagiques,

C1. 1C, By, B3 : conforméres du glucopyranose
(X11} a, b :structures probables de la corilagine
{XHI1)} Structure de la pédunculagine

(XIV} Structure de I'acide chébulagique
(XV) HHDP ; groupement hexahydroxy-
diphényle.

I1. TANINS CATECHIQUES

Les tanins flavaniques ou catéchiques sont connus dans le monde occidental
depuis le XViléme siécle; ils forment une famille de substances polyphénoliques
hétérogénes de masse moléculaire comprise entrs 500 et 3 000 qui possédent
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( ZN1)

Fig. 4 — Structures de tanins eilagiques complexes.

{XVI} Punicalagine

[XV1l} Castalagine ou 4,6 — HHDP — castaline

(XV111) Acide castavalonique ou 4,6 valonoyi castaline : las positions 4,6 de la castaline sont
estérifies par une molécule d'acide valonique & la ptace d'une molécuie d’acide
hexahydroxydiphénique,

sensiblement les mémes propriétés que les tanins galliques et ellagiques. Comme
ces derniers ils précipitent les protéines en solution aqueuse et manltfestent une
astringence caractéristique au niveau de la langue. |l s'agit de substances incolores
qui possddent pour la plupart un noyau flavane et qui se rencontrent principale-
ment dans les tissus végétaux lignifiés. On les trouve aussi dans les tissus végétatifs
notamment dans la partie tégumentaire des fruits mdrissants auxquels ils commu-
niquent leur astringence.

Leur présence dans les bois de ceeur de Schinopsis lorentzii et S. balansae
{Quebracho), I"écorce et le bois d"Acacia mollisima {mimosa), |'écorce et le bois
d’arbres de la famille des Légumineuses, des Anacardiacae, des Fagacae a donné
lieu depuis plusieurs siécles 3 une exploitation commerciale de ces tanins pour le
traitement des peaux.

Traités par HCI 5N en milieu alcoolique, ils sont dégradés avec formation de
pigments anthocyaniques de coloration rouge (cyanidine (XIX) et plus rarement
deiphinidine (XX)) (fig. 5), d'ol le nom de leucoanthocyanes qui Jeur a été
affecté pendant longtemps.

D’autre part, il est important de rappeler que ces substances existent in vivo
sous forme non glycosidée ce qui est pour le moins inhabituel dans la chimie
des polyphénols des végétaux; ce critére a sans doute une signification biogéné-
tique encore mal pergue, Rappelons aussi que Forsyth vers 1950 a été le premier
3 montrer que ces réactions partagées par la plupart des tissus végétaux étaient
dues généralement & des flavanes 3 ol (fig. 5) Freudenberg et Weinges {1960) —
Weinges et coll,, (1969} tandis que le terme de leucoanthocyanidines doit étre
réservé aux proanthocyanidines monoméres ou flavanes 3-4 diol (fig. 6). Néan-
moins, étant donné le fait que I‘optimum d’efficacité tannante et de l'astrin-
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Fig. 5 — Anthocyanidines — Flavanes 3-of — Procyanidines dimares.

(XIX} R = H Cyanidine

(XX) R = OH Delphinidine

{X X1} R = H {2R — 3R} () Epicatéchine
(XXll) R = O0H (2R — 3R} {-} Epigallocatéching
(XXI) R = H {2R — 3%) {+) Catéchine

{(XXIV]) R = OH {2R — 38) (+) Galiocatéchine
(XXV) Procyanidine B2 (3R, 3'R, 4R)

(XXV1} Procyanidine Bq (3S, 3'R, 4S5}

{(XXVII) Procyanidine By {3R, 3'S, 4R)

(XXV1il) Procyanidine B3 {35, 3'S, 45}

gence se rencontrent dans des substances de P.M. compris entre 500 et 3 000,
il est opportun de réserver le terme de tanins condensés 4 des oligoméres {diméres,
triméres, etc...) de flavanes 3-ol (fig. 5 et 12}, de 5 déoxyflavanes 34 dioi {fig. 6)
et de 6 déoxyflavanes 3-ol (fig. 12).
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3 i

RGNl @ o s D
3 3

4 OH R" 4 OH Ru
R OH OH ©OH
(XXX { XXX)

Fig. 6 — Flavanes 3-4 diol,

{XXIX} : R = R’ = R = H Leucoguibourtinidine
= R’ = H; R = OH Leucofisétinidine
= H; R = R"” = H Lesucopélargonidine
= H; R' = R”’ = OH Lsucorobinétinidine
(XXX) = H; R” = OH Leucocyanidine

=R" = OH Leucodelphinidine

PROANTHOCYANIDINES DIMERES

Les proanthocyanidines diméres peuvent étre classés d’aprés i"anthocyani-
dine qu’'elles libérent par traitement & chaud avec HCI 5N, en milieu alcoolique.
Ainsi ont été découvertes les procyanidines, prodelphinidines, propelargonidines,
profisétinidines et prorobinétinidines. Signalons au passage que dang tous les
tissus végétaux ol les procyanidines sont présentes on trouve en méme temps
I'une ou I'autre des catéchines {(+) catéchine et {—) épicatéchine) et quelquefois
les deux ensemble. -

On classe & I’heure actuelle les procyanidines en deux catégories :

— les procyanidines de type B en C3oH; 40, 3,
— les procyanidines de type A en C39H, 40, ;.

1) Procyanidings diméres de type B

Leur isolement et leur purification met en ceuvre des technigues telles que
la séparation 3 contre-courant, la chromatographie de partition sur colonnes de
cellulose et de polyamide ou encore la filtration sur gels de dextranes (Sephadex
LH 20).

Elles peuvent étre identifiées par chromatographie bidimensionnelle sur
papier ou sur couches minces de silice, par chromatographie en phase gazeuse
{jusqu’au trimére) ou encore par chromatographie ligquide haute pression (HPLC).
La généralisation de I'emploi de cette nouvelle technique permet A I’heurs actuelle
d’obtenir une excellente résolution des mélanges d'oligoméres. A noter aussi pour
leur caractérisation {’accroissement du pouvoir de résolution des couchas minces
de silice commerciales et I'emploi de révélateurs chromogéniques nouveaux tels
que le p. diméthyicinnamaldéhyde (Lea, 1978). D'un point de vue structural
les procyanidines diméres de type B sont formées par liaison 4-8 de deux molé-
cules de catéchines (fig. 5).

{'acétylation conduit en effet au dérivé décaacétylé attendu tandis que
le traitement par HC! BNE@nPoilev BRES iGEGEBMING tanilinmXiX) et une
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catéchine (fig. 7). Cette réaction constitue manifestement un argument de taille
en faveur de la fragilité de la liaison C-C interflavane. La rupture catalysée de la
liaison 4-8 par les H*dans le cas de la procyanidine B2 conduit 2 la (—) épicaté-
chine qui provient de la sous-unité flavane inférieure et a un 4 flavanyl carboca-
tion (C, carbocation} (XXXHI) & partir de 1a sous-unité flavane supérieure. Cet
intermédiaire trés réactif, & moins qu'il ne soit piégé par un réactif nucléophile,
(toluéne o thiol par exemple) se transforme avec perte d'un proton en flavéne
3 ol-3 (XXXI) pour donner ensuite par oxydation, {a cyanidine.

Lorsque le C; carbocation (XXXIH) réagit avec le toludne « thiol, il v a
formation d'un flavanyl 4 benzylthiother (XXXII) par rupture de la liaison 4-8
inter flavane et libération du flavane 3-0l, correspondant 3 la sous-unité flavane
inférieure. Le benzylthioéther (XXX} libére de la cyanidine lorsqu‘il est traité
en milieu acide fort tandis que par réduction catalytique en présence de Nickel
de Raney on obtient de la () épicatéchine (fig. 7). Cette derniére réaction permet
de maniére simple de confirmer la configuration de la sous-unité flavane supé-
rieure. Il convient par ailleurs d’ajouter que ta nature de la fiaison C-C interflavane
des diméres de type B n’a p0 étre encore complétement précisée malgré I'étude
approfondie des spectres de *H RMN des dérivés décaacétylé et octaméthyldiacé-
tate. En fonction de ces observations, on pense généralement que les deux sous-

DEGRADATION DES PROCYANIDINES

OH :m

h Cuunldol

Procn.,unidine B;

OH
HO O - HO. o) GOH
OH :
~OH : “OH
OH

O Sucp g

(-} Epicatéchine [:ee:til

Fig. 7 — Dégradation en milieu acide de la procyanidine B2.({Haslam, 1977).

{XXXI) Flavane 3013
(XXX} Flavanyl 4 benzylthiosther
{XXXII} Flavanyl 4 carbocation {C4 carbocation)
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TABLEAU |
Procyanidines diméres
Type Sous-unité supérieure Sous-unité inférieure
B, (—) épicatéchine (+) catéchine
B, {—) épicatéchine (—) épicatéchine
B, {+) catéchine (+) catéchine
B, {+) catéchine {—) épicatéchine
Bs {—) épicatéchine {—) épicatéchine (E}
B¢ {+) catéchine {+) catéchine (E)
B~ {—) épicatéchine {+) catéchine (E)
Bs {+) catéchine {—) épicatéchine (E)
(E} : épimére C4a.

unités flavanes 3-ol sont lides par |'intermédiaire d'une liaison simple C4-Cg ou
C4-C4, & moins qu’il ne s'agisse plus simplement de couples d‘épimares en Ca
(B, et B4), {B; et Bs), (B3 et Bg), (B4, Bg) ? (tableau I).

On est cependant & peu prés assuré & |'heure actuelle que parmi les 8 dimé-
res en provenance de la (+) catéchine et de la (—) épicatéchine les procyanidines
B, et B3 ont une liaison C4-Cg tandis que Bs et By seraient de type C4-Cq
{Haslam, 1977).

L’ensemble de ces observations est valable pour les procyanidines diméres
homogénes dans lesquelles les deux sous-unités flavane 3-0l ont méme formule
globale, pas forcément méme configuration. Récemment ont été isolées aussi de
certaines espéces de palmes (L/vinstonia chinensis} puis caractérisées, des procya-
nidines non homogénes de type B formées de (+) épicatéchine et de (+) épiafzé-
léchine (XXXIX) (fig. 12}.

2} Stéréochimie des procyanidines diméres de type B

En dehors de quelques rares diméres tels que B, et B3 pour lesqueis la
configuration du C, a été montrée de type 4S5 il n'est pas facile de déterminer la
configuration absolue de la liaison C4-Cg ou C4-C4. L'examen approfondi des
spectres de 'H RMN des procyanidines B, B,, B3, B, sous forme de dérivés
octaméthylés et décaacétylés a permis de montrer gu'en solution ces molécules
pouvaient exister sous forme d’un mélange d'au moins 2 conforméres privilégiés,
état qui découle directement de I'empéchement & la libre rotation de la liaison
interflavane. Pour les procyanidines B, et B, et leurs dérivés, cette rotation
contrariée est la conséquence en premier lieu de |2 tendance au recouvrement
du proton en C, par les groupements OH et O substitués (OH, OCH3, OAc)
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situés en ortho par rapport & la liaison interflavane dans la sous-unité flavane
3-0l sous-jacente (fig. 8). Pour les procyanidines By et B, I'empéchement 4 la
libre rotation résulterait du recouvrement des substituants des atomes d’oxygéne
portés par le Cy et le Cs de la sous-unité flavane 3-ol supérieure avec les oxygénes
en position ortho,situés de part et d'autre de ia liaison interflavane, dans la sous-
unité flavane inférieure (Haslam, 1977) (fig. 8).

Ces observations débouchent sur deux remarques complémentaires suscep-
tibles de modifier & terme la compréhension des processus d’association tanins/
protéines. On est tenté en effet de voir dans la stéréoisomérie des procyanidines
B, et B3 deux configurations dont i'une est approximativement I'image de |'autre.
D’autre part si le passage des diméres aux triméres puis aux oligoméres supérieurs
se fait par addition répétée d’une unité flavane 3-ol supplémentaire, la libre reta-
tion de la liaison interflavane se trouve alors contrariée et on aboutit & terme  la
création de deux structures hélicoidales de configurations inverses (Haslam, 1977).
Les oligoméres reliés & la (—) épicatéchine formeraient des hélices gauches tandis
que ceux qui dépendent de la (+ ) catéchine seraient engagés dans des hélices
droites. {1 est intéressant de noter encore que dans ces structures les cycles A et B
des unités flavanes font partie de I'enchainement principal tandis que les cycles C
porteurs de groupements o-diphéncl occupent sur I'hélice des positions périphé-
riques qui doivent jouer un réle important dans I'association avec les protéines
{Haslam, 1977).

Procvanidine B2

%)
o =
%

Proevanidine 83

t

Fig. 8 — Procyanidines B2 et B3. Conformations avantagées. {Haslam, 1977).
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4) Procyanidines diméres de type A

Les procyanidines A (fig. 9) qui semblent moins répandues que les procyani-
dines B, ont &té isolées de Aesculus hippocastanum, Cola acumiata, Vaccinium
vitis idae. Par acétylation, on obtient un dérivé nonaacétylé ce qui signifie qu'un
OH se trouve engagé dans une liaison interflavane. D'autre part, le traitement en
milieu alcoolique HCi BN de la procyanidine A, fournit de la eyanidine avec un
rendement trés faible ainsi que de la {—) épicatéchine. La structure de A, {(XXXIV)
est par ailleurs résistante A |‘attaque par le toluéne & thiol en milieu acétique tan-
dis que I'hydrogénolyse conduit & deux dérivés identiques & ceux que |I'on obtient
par un traitement semblable de la {—) épicatéchine. Ces différents résultats ten-
dent & confirmer I'existence d'une liaison interflavane inhabituelle de type acétal

o

OH

(1a) ( XXXV ) {(1b)

Fig. 3 — {(XXX1IV} Configurations 1 a et 1 b de la procyanidine A4. {Haslam 1974).

qui a pu &tre confirmée par ailleurs par ! 2C RMN. La comparaison de cette struc-
ture avec celle de composés modéles, ainsi gue les considérations d‘ordre biogéné-
tique ont conduit Haslam (1974) a affecter 4 la procyanidine A; {(XXXIV) la
structure et la stéréochimie d'un 2, 8" époxy 4, 7'’ biflavane. || a été établi en
plus que l'unité flavane 3-ol supérieure de la molécule a la méme configuration
absolue que celle de la {(—) épicatéchine, ce qui conduit & envisager 'existence de
2 configurations possibles {1 a} et {1 b) (fig. 9). Toutefois, seule Ja configuration
{1 a) s'est avérée conforme a la stéréochimie du produit naturel.

4) Proanthocyanidines diméres non homogénes

Dans différents bois d’origine exotique, S. bafansea {Quebracho), Acacia
luederitzii, Colophospermum mopans, Acacia mearnsii ont été identifiés divers
diméres non homogénes de type B résultant de i'association, par I'intermédiaire
de liaisons 4-6 et 4-8, de molécules de flavanes 3-ol et de b déoxyflavanes 3-ol
(OOXVH) et (XXXVIII} (fig. 11), qui libérent par traitement acide des anthocya-
nidines telles que : pélargonidine, delphinidine, robinidine, fisétinidine (fig. 12).
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TABLEAU II
Proanthocysnidines B diméres non homogénes (Marini-Bettolo, 1975)
Type S/unité flavane S/ t.Jnité‘fIavane Plante
supérieure inférieure
B, ou B; (—) épiafzéléchine (—) épi-4'-méthoxy Qurstea
gallocatéchine
By ou By {-+) fisidanol {+) catéchine
B, ou B, {—} robidanol {+) catéchine Acacia
mearnsii’
{—) robidanot (+} gallocatéchine
B; ou Bg {+) gallocatéchine {+) catéchine Myrica nagi

Fait assez insolite certains de ces diméres possédent comme sous-unité
inférieure une molécule flavane 3-4 diol (fig. 6) (Roux, 1975} ce qui pose alors
un délicat probléme de bicgénése pour ces substances.

PROCYANIDINES OLIGOMERES HOMOGENES DE TYPE B _

Des procyanidines triméres C; (XXXV) et C, (XXXVI) {fig. 10} formées
respectivernent d'unités (—} épicatéchine et (+) catéchine unies par des liaisons

CC
HO@' OH
OH
HO : @OH
HO O~ OH
OH OH
L
HO O~ OH
OH

HO

(XXXV) G (| ZXXNT ) C,

Fig. 10 — Procyanidines B trimares.

(XXXV) Trimére C1 {formé d'unités (—) épicatéchine}
(XXXVI} Trimere Cz (formé d'unitds {+) catéchine),
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C4-Cy ont été isolées de Theobroma cacao et de Salix caprea ainsi que d'autres
végétaux dans lesquels coexistent des proanthocyanidines diméres. De méme des
oligoméres jusqu’d I’heptamére ont été mis en évidence récemment dans le cidre
{Lea, 1977) toutefois leur identification demeure incompléte. A noter en parti-
culier que l'accroissement du poids moléculaire a pour effet de diminuer la solu-
bilité et d’augmenter I‘affinité pour le collagéne de telle sorte que ces substances
(P.M. ~B00) peuvent étre déja considérées comme de véritables tanins.

PROANTHOCYANIDINES OLIGOMERES

Tous les oligoméras (trimdres, tétraméres...) ont des propriétés astringentes
et tannantes qui peuvent étre mises en évidence au niveau de la salive et de la
poudre de peau. D’un point de vue structural, ils comportent tous comme sQus-
unité terminale une molécule de flavane 3-ol reliée A celle qui la précéde par une
liaison 4-8; d'autre part, les sous-unités 5 déoxyflavanes 3-ol {fisétinidol, robinéti-
nidol} forment avec les suivantes une liaison interflavane de type 4.6 (XXVII} et
XXXV {fig. 11).

OH OH
HO o 'QOH
mﬁ R
HO e
OH R,
OH
[ XXXV )

Fig. 11 — Procyanidines olipoméres.

(XXXVII} R = R = H; Profisétinidine dimére; [{—) Fisétinidol- {+) Catéchine]
R = OH; Ry = H; Prorobinétinidine dimérs;[i—) Robinétinidol-+) Catéchine]
R = R{ = OM; Prorobindtinidine dimére; [(—) Robinétinidol- {+) Gallocaté-
chine

{XXXVIII} Profisétinidine trimére; [(—} Fisétinidol- () Fisétinidol- (+) Catéchine]

Il est donc probable {Roux, 1975) que la substitution préférentietle des
positions 6 et 8 dans les flavanes de type phloroglucinol et résorcinol doit dépen-
dre d‘une plus grande accessibilité & chacune de ces positions.

Ces considérations se trouvent corroborées par les résultats de la 1H RMVN.
Pour les diméres comme pour les oligoméres la position 8 de la (+) catéchine ou
de la {—) épicatéchine représente le site nucléophile de la sous-unité terminale
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R, R’
@
mOH Rz - OH R“
R3 R:u
( TXXIX ) { XL)

Fig. 12 — 5-déoxyflavanes 30l et anthocyanidines.
(XXXIX} R1 =R3 = H {-) Fisétinidol

R1 = Rz = R3 = H Guibourtinidol

R3 = H; Rz = OH (-) Robinétinidol

Ry = Rz = H; R3 == OH {+} Epiafzéléchine
{XL) R' = R” = R"™ = H Guihourtinidine

R' = R = H; R = OH Fisétinidine

R’ = H; R’ = R’* = OH Robinétinidine

R’ = R" = H; R’ = OH Pélargonidine

R* = R' = OCH3; R = OH Malvidine

qui réagit avec [‘ion benzyl carbonium formé a partir d’une molécule de flavane
3-4 diol. Cette substitution. électrophile pourrait ensuite se répéter au niveau de la
position 6 de la sous-unité flavane de I'oligomére, la plus accessible. Cette pre-
miére hypothése avancée par Roux et coil. (1975) malgré sa cobérence résiste mal
cependant & |'observation générale qui fait qu’il est possible d‘isoler d’une méme
piante les flavanes 3-ol correspondant aux proanthocyanidines tandis que les leu-
coanthocyanidines ne sont jamais-présentes en méme temps.

A cet égard, il semble bien que I'hypothése avancée par Haslam et coll.
{1977) soit davantage conforme aux faits observés, D’aprés ces auteurs les pro-
cyanidines seraient formées par un processus de déshydrogénation des précur-
seurs (—) épicatéchine et {+} catéchine sans qu'il soit besoin par aiileurs de faire
appel & une polycondensation oxydative. La clé du processus serait le flavéne
3-0l-3 (XXX1} ou une forme tautomére dont la réduction pourrait conduire aux
flavanes 3-0l {XXI) et (XXI11} ainsi qu'a la biosynthése des procyanidines oligo-
méres, tandis que son oxydation conduirait & la cyanidine (XiX) {fig. 13). La
réduction stéréospécifique de (XLI} donnerait lieu & la formation des flavanas
3-ol (XXI} ou (XXII) tandis que la protonation stéréospécifique conduirait aux
carbocations (XXX!li}a et {(XXXIli}b de méme configuration que les flavanes
3-ol (XXI et XXII). Dés lors, on peut concevoir que la condensation de (XXXI1)a
et (XXXIIHb avec les flavanes 3-0f peut étre dirigée sur les sites nucléophiles Cs
ou Cg par I'intermédiaire du C, électrophile de I'hétérocycle oxygéné, pour
former les procyanidines correspondantes.

H est certain par ailleurs que les deux sous-unités flavanes 3-ol qui for-
ment les molécules de procyanidines proviennent d’entités métaboliques diffé-
rentas. On peut penser dés lors que si Iz réduction de (XXXI1) en flavane 3-ol fait
I'objet de 2 étapes successives, I'arrangement stéréospécifique du proton sur Iion
hybride (XLIH qui conduit aux carbocations (XXXIt1)a et (XXXill)b précéde
la formation stéréospécifique des produits de réduction (XXI) et (XXI11).
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Cette réduction met probablement en csuvre un nucléotide réducteur
(NADPH) qui pourrait conférer un caractérs limitant & {a 2éme &tape du proces-
sus de formation des flavanes 3-ol (fig. 13),

Dés lors, il semble évident que les procyanidines oligoméres (trimeéres,
tétraméres...) puissent étre formées A partir des diméres par condensation répé-
titive avec les carbocations {XXXI11)a et {(XXXII1}b. Par ailleurs, certaines obser-
vations tendent & accréditer I'idée que ces réactions se déroulent dans les cellules
végétales en |'absence de contréle enzymatique. Chacun sait qu'au moment de
la méturation des fruits et des graines, on assiste 3 une diminution caractéristi-
que de i"astringence (Goldstein et Swain, 1963) et de I'activité photosynthétique.
On peut donc penser qu'au moment de la maturation, la capacité de réduction
du flavéne 3-0l 3 (LI} en flavéne 3-ol est trés affaiblie de telle sorte que (XXXI)
peut étre facilement oxydé en cyanidine {X1X). Cette hypothése permet de rendre
compte du développement de la pigmentation rouge caractéristique des téguments
des fruits mars ainsi que de la coloration rouge des fewilles sénescentes en
automne. De méme, il est évident que la condensation des carbocations (XXXI11)a
et {(XXXII)b avec les procyanidines diméres déjd formées provoque leur dispa-
rition au profit des formes oligoméres plus condensées, ce qui se traduit par une
perte de l'astringence et une diminution de ia solubilité (Haslam, 1977).

O”O“ “m@ ”° OH

™ OH Z¥SOH
OH O OH {XXXT)
(XL H* [ XX
m@ ‘(;U@ @q )
® OH
({IXIL) b ' { X L) ('X:X]'III]a
NAD(#IH NAD{P)H
CH CH
HO o .@—OH HO o ,@-oH
OH OH OH OH
{ XX} | XX}

Fig. 13 — Mécanisme hypothétique de la biosynthédse des catéchines et des procyanidinegs.
{Haslam et coll., 1977).

(XL} @ hydroxychalcone
XXX Tetrabydroxyflavéne 3-0) 3
{XLm Cation hybride

1XXXIIIl. at xxxunb Flavanyl 4 carbocations.
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11l. REACTIVITE DES TANINS CONDENSES |

Nous nous intéresserons plus particulidrement 3 la transformation des tanins
condensés, étant donné I'importance qu'ils présentent pour la conservation des
fruits et des Iégumes ainsi que pour le conditionnement des boissons telles que le
thé, le vin, l¢ cidre ou encore la biére.

La connaissance des mécanismes de la polycondensation revét un intérét
particulier pour la compréhension & la fois des processus de vieillissement et de
stabilisation colloidale des milieux contenant des protéines,

POLYCONDENSATION DES TANINS OLIGOMERES EN MILIEU ACIDE

Quand iis sont chauffés en présence d'un acide minéral les tanins sont
soumis & deux réactions compétitives : la premiédre, nous I'avons vu, conduit par
coupure partielle des liaisons interflavanes 4 |a formation d’anthocyanidines et de
catéchines (fig. 7) tandis que la seconde entraine i'ouverture partielle de I'hétéro-
cycle oxygéné des unités flavanes 3-ol avec formation de p-hydroxybenzy| carbo-
cations ou C, carbocations. (fig. 18). Ces derniers pauvent ensuite se condenser au
hasard avec différents sites nucléophiles appartenant 3 d'autres unités flavanes
pour former des phlobaphénes ou tanins rouges (1) (fig. 18). Tandis qu’en milieu
alcoolique (80-100 % d'éthanol} |a formation d anthocyamdlnes est facilitée, en
milieu aqueux c¢'est surtout la polycondensation et la production de phlobaphé-
nes qui I'emporte. -

COUPLAGE OXYDATIF DES PHENOLS

Pour comprendre les mécanismes de la polycondensation oxydative das
tanins, il nous parait utile de rappeler le comportement des phénols simples et
des o. et p. diphénols en milieu oxydant.

Tous les phénols simples tels que {'hydroquinone, le catéchol, le pyrogailol,
la catéchine ainsi que les flavanes 3-ol oligoméres donnent lieu & couplage oxyda-
tif avec polycondensation des sous-unités monomdres (fig. 14).

L'oxydation spontanée par I'oxygéne moléculaire est minimale aux envi-
rons de pH = 2.5, elle s'accroit trés vite en solution aqueuse dés que l'on dépasse
pH = 3,5-4,6 pour devenir trds rapide en milieu alcalin ou en présence d'oxydases
telles que laccases, catécholases, peroxydases. Le mécanisme de couplage est
vraisemblablement de nature & la fois ionique et radicalaire (schéma 1), ce qui
explique la création de liaisons -C-C- et -C-O-C- entre les différents noyaux aro-
matiques (fig. 14). Dans le cas de I'oxydation de la catéchine en milieu aqueux
par la laccase en présence de benzéne suifinate de sodium 3 pH =50 il v a blo-

(1} {Mécanisme (C)).
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cage de la structure semi-quinonique intermédiaire avec formation d’une sulfone
(XLIIl) ce gui est un argument en faveur de la formation de ces intermédiaires
(fig. 14). L'oxydation enzymatique de la catéchine débouche par ce mécanisme
sur la formation de diméres et de polyméres de déshydrogénation couplés par
i'intermédiaire de liaisons 2-8 au niveau des noyaux B et A de deux unités flavanes
consécutives (fig. 14). L'oxydation enzymatique du pyrogallol {XLIV} par la
peroxydase, la laccase ou la tyrosinase débouche elle aussi sur la formation inter-
médiaire d'une hydroxy o.quinone qui se condense pour former ia purpurogalline
{XLV) (fig. 15) caractérisée par la présence d’un noyautropolone.Dans les mémes
conditions I'oxydation de I’acide gallique entraine la formation d’acide purpuro-
galline B carboxylique (XLVI1) tandis que le gallate de méthyle en présence de
tyrosinase donne lieu & couplage C-C de deux molécules avec formation d'une
lactone qui n'est autre que l'acide eflagique (I1l}. A noter que la peroxydase ne
semble pas catalyser cette réaction {fig. 15},

Ces différents processus sont amplement illustrés par |"'oxydation des poly-
phénols du thé (fig. 16).

CH
i ) ®
@ . H H -—2.5 H H —
Y T T
= ‘
|C_)| CH
Schéma 1
OH - OH
o8 ”
Ho O © as0; HO O © O (XU
OH — SOy &
OH
OH OH o
Schéma 2

Folyméras polyquinonigues

Schéma 3

Fig. 14 — Mécanismes de couplage des phénols par oxydation,

Schéma 1 : Couplage oxydatif des monophénols

Schéma 2 : Oxydation de ia catéchine par la laccase en présence d’acide sulfinique. Forma-
tion de la 6' phénylsulfony| catéchine (XLII1),

Schéma 3: Formation de liaisons de couplage 6° — 8 entre noyaux B et A de deux unités
flavanes 3-ol.
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Fig. 16 — Oxydation enzymatique du pyrogaliol, de 'acide gatlique et du gallate de méthyle,

(XLIV) Pyrogatiol ) {(XLII) Gallata de méthyle
{XLV} Purpurcgalline ) () Acide ellagique.
{XLVI) Acide purpurogalline ( carboxylique

PRODUITS D'OXYDATION DES POLYPHENOLS DU THE

La fermentation est I'étape la plus caractéristique et la plus importante de la
préparation du thé noir, aprés la récolte. Le « thé frais » est particulidrement
riche en compasés polyphénoliques parmi lesquels les flavanols représentent 15
a 25 % du poids sec : (—) épicatéchine (XXI}, (—) épicatéchine 3 gallate, {—)
épigallocatéchine {(XXH), {(—) épigallocatéchine 3 gallate, (+ ) catéchine (XXI1I),
{+) gallocatéchine (XXIV) avec en plus diverses procyanidines et prodelphinidines
oligoméres (fig. 16). La fermentation est initiée par macération dans l'eau des
jeunes pousses ce qui a pour effet de mettre en contact les polyphénoloxydases
du thé avec les flavanols. L'oxydation couplée de ces derniers avec V'acide galli-
que (1) conduit & la formation des bisflavanols A, B, C, (XLIX) & la théaflavine
(L1} aux théaflavines gallates A et B (LI} & |a théafiavine digallate {L1), 3 I'acide
épithéaflavique (XLVII) et & I'acide 3’ galloyl épithéaflavique (XL VIil) {fig. 16).

En méme temps, on observe aussi la formation de théarubigines dont les
P.M. sont compris entre 700 et 40 000 et qui proviennent de la polycondensation
oxydative complexe des proanthocyanidines (L} avec les différents prod