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Dosage de la lignine insoluble en milieu acide : influence
du prétraitement par hydrolyse acide sur la lignine Kla-
son de bois et de paille

Bernard MONTIES

LN.R.A., Laboratoire de Chimie biologique et de Photophysiologie, LN.A. Paris-Grignon, F 78850
Thiverval-Grignon

RÉSUMÉ Un protocole de dosage de la lignine insoluble dans l’acide sulfurique concentré, lignine Klason, est décrit : il

comporte une étape de préhydrolyse par l’acide sulfurique 5 °lo et un lavage, en milieu chlorhydrique concen-
tré, du résidu de préhydrolyse. Ce lavage permet d’améliorer la reproductibilité du dosage de la lignine après
préhydrolyse et d’atteindre une reproductibilité comparable à celle obtenue par le dosage Klason standard.

L’analyse élémentaire des préparations de lignines isolées au cours de ces dosages indique des variations com-

plexes qui dépendent de la nature du produit analysé.

SUMMARY Determination of acid-insoluble lignin : effect of pretreatment by acid hydrolysis on the Klason

lignin in wood and straw.

A procedure for estimating lignin insoluble in concentrated acids, Klason lignin, is described ; it includes a

5 0lo sulfuric acid prehydrolysis step and washing in concentrated hydrochloric acid. This procedure allowed
better reproducibility than without washing, of the same order as that given by the standard Klason proce-
dure. Elemental analysis showed complex changes depending on the plant analysed.

1. INTRODUCTION

Lorsque des tissus végétaux lignifiés sont traités par
l’acide sulfurique, les polyosides sont hydrolysés et

dissous. Le résidu insoluble qui est dosé par gravimé-
trie, correspond par définition, à la lignine.
Ce type de dosage, simple en apparence, est cou-

ramment pratiqué en chimie végétale ; il est pourtant
peu satisfaisant. De nombreux auteurs, parfois depuis
bien longtemps, ont montré les limites de cette

méthode :
- erreurs par excès résultant principalement de la

présence de polyosides hémicellulosiques de type xyla-
nes (NORMAN & JENKINS, 1934a) ou de protéines
(NORMAN & JENKINS, 1934b) ou consécutives aux

conditions de séchage des échantillons (MAC Dou-
GALL & DELONG, 1948) ;
- erreurs par défaut attribuées à la fois à la solu-

bilisation d’une fraction des lignines lors des prétrai-
tements qui visent à réduire les contaminations par
les hémicelluloses et les protéines : extraction par l’eau
bouillante, hydrolyse par l’acide sulfurique dilué à
reflux (COHEN & HARRIS, 1937), et à l’existence de

lignine non précipitable après traitement par l’acide
sulfurique concentré, dite lignine acido-soluble

(CAMPBELL & MAC DONALD, 1952 ; LAI & SARKANEN,
1971).
Dans le cas des bois, ce dosage est choisi comme

méthode de référence ; la lignine ainsi déterminée est
dite : « lignine Klason ». Le protocole Klason est

appliqué à la poudre de bois extraite, il consiste en un
traitement par l’acide sulfurique concentré à 72 p. 100
suivi, après dilution, d’une posthydrolyse. De nom-
breuses modifications du dosage Klason ont été pro-
posées ; elles ne prennent pas en compte la fraction
acido-soluble de la lignine qui n’est pas précipitée
après post-hydrolyse (EFFLAND, 1977). Comme les
bois contiennent peu de protéines et de xylanes, le

protocole Klason ne comporte pas de préhydrolyse
par l’acide sulfurique 5 p. 100 sous reflux ; on consi-
dère donc comme négligeables les risques d’erreurs

par excès liés à la présence de protéines et de xylanes.
La lignine Klason est calculée d’après le minimum de
masse du résidu insoluble dans l’acide sulfurique
après correction de la teneur en cendres. Ce protocole
est choisi comme standard alors même qu’il est bien



établi que le minimum de masse du résidu n’est pas
invariablement obtenu avec la concentration standard
de 72 p. 100 en S04H2 et que la position du mini-
mum dépend des types de bois (FREUDENBERG &
PLOETZ, 1940).
Dans le cas des plantes jeunes ou peu lignifiées

(pailles et foins, plantes annuelles et bois juvéniles en
cours de croissance), le dosage de la lignine insoluble
dans les acides pose des problèmes beaucoup plus
complexes. Ces végétaux sont en effet relativement

plus riches en ;protéines mais aussi en xylanes et hémi-
celluloses diverses. De ce fait, des prétraitements
hydrolytiques sont systématiquement employés afin
de réduire les risques de contamination par les proléi-
nes et les hémi.celluloses et cela malgré les possibilités
de solubilisation des lignines en milieu acide. Propo-
sée dès 1934 par NORMAN & JENKINS, la préhy-
drolyse par l’acide sulfurique est incluse très fréquem-
ment dans les protocoles de fractionnement des

parois et de dosage de la lignine (ELLIS et al., 1950 ;
JARRIGE, 1961 ; BAILLEY, 1964 ; SOUTHGATE, 1969 ;
TOLLIER & RI!!UET, 1980). Ces auteurs ont en parti-
culier admis, de façon parfois implicite, que la teneur
en lignine correspond au minimum de masse du
résidu après hydrolyses sulfuriques successives. La

validité de ce critère quantitatif n’est évidemment pas
suffisante ; des critères qualitatifs ont donc été pro-
posés pour contrôler la pureté de la lignine de Kla-
son : teneur minimale en azote, teneur maximale en

méthoxyles. Ce dernier critère, proposé en 1940 par
FREUDENBERG & PLOETZ, est fondé sur le fait que la
lignine est formée par polymérisation d’alcools

méthoxycinnamiques ; il ne prend cependant pas en
compte l’hétérogénéité structurale des lignines établie
depuis et dont l’importance a été discutée ailleurs

(MONTIES & L.APIERRE, 1981). C’est ainsi que le con-
trôle des teneurs en méthoxyle ne permet de détermi-
ner avec exactitude ni les variations de teneurs en
monomères de type p-hydroxycinnamique (non
méthoxylés) présents dans les lignines de Monocotylé-
dones, ni celles des monomères syringyles (dimé-
thoxylés) consti.tuants principaux de la fraction acido-
soluble des lignines d’Angiospermes (MUSHA &

GORING, 1974). Paradoxalement, la composition élé-
mentaire en carbone, hydrogène et oxygène pourtant
utilisée depuis longtemps pour comparer les prépara-
tions de lignine (BRAUNS & BRAUNS, 1960) n’a pas
été systématiquement employée pour comparer les

lignines Klason de plantes annuelles obtenues avec ou
sans préhydrolyse.
Dans ce travail, nous étudions l’influence de la

préhydrolyse sulfurique sur le rendement et sur la

composition élémentaire de la lignine Klason de bois
et de paille. De plus, des expériences préliminaires
ont permis de constater d’importantes différences

systématiques entre des séries d’analyses ne différant
que par les conditions de lavage des résidus de préhy-
drolyse ; ces conditions sont délicates à standardiser.
Dans ce travail, nous étudions donc aussi l’influence
des conditions de lavage des résidus de préhydrolyse
sur la reproductibilité des dosages Klason. Pour cela,
nous avons modifié un traitement chlorhydrique qui
avait été déjà précédemment adapté par MOON &
ABOURAYA (1952). La lignine obtenue selon ce nou-
veau protocole est appelée par la suite « lignine avec

préhydrolyse et lavage ». On a donc comparé la

lignine dosée selon ce protocole avec celles obtenues
selon un protocole standard « sans préhydrolyse »
d’après EFFLAND (1977) et selon un protocole avec
« préhydrolyse acide simple » d’après JARRIGE

(1961). Dans le cas de la paille de blé, les effets de
ces prétraitements sont aussi comparés à ceux d’une
préhydrolyse enzymatique qui a pour objet de réduire
les risques de contaminations protéiques ; le proto-
cole employé est celui de ELLIS et al. (1950). Les

compositions élémentaires en carbone, hydrogène,
oxygène et azote de chacune de ces préparations ont
été aussi analysées.

II. MATÉRIEL ET MÉTHODES

Les échantillons (bois de peuplier Populus x eura-
merica cv. 1 214, paille de blé Triticum aestivum cv.
« Champlein ») proviennent de plantes récoltées en

plein champ ; après séchage à l’air libre et à tempéra-
ture ambiante, ils sont réduits en poudre à l’aide d’un
micro-broyeur Culatti muni de tamis à trous circulai-
res de 0,7 mm de diamètre. La poudre est ensuite
traitée au Soxlhet de façon exhaustive successivement
à l’aide d’un mélange toluène-éthanol (2 - 1, v/v) puis
d’éthanol puis d’eau. Les résidus pariétaux obtenus
sont ensuite séchés par lyophilisation et stockés à 4 °C
à l’abri de l’humidité.
La lignine Klason standard dite « sans préhy-

drolyse » est estimée suivant le protocole voisin de
celui d’EFFLAND (1977). Les prises d’essais de
300 mg, pesées à 0,1 mg près, sont soigneusement
dispersées dans l’acide sulfurique 72 p. 100 où elles
subissent une hydrolyse par l’acide sulfurique à
72 p. 100 pendant 2 h à 20 °C ± 0,5 °C. Après dilu-
tion par de l’eau jusqu’à une teneur de 5 p. 100 en acide
sulfurique, le mélange obtenu subit une posthydrolyse
par reflux sous ébullition douce et agitations périodi-
ques pendant 3 h. Le résidu insoluble, récupéré par cen-
trifugation ou par filtration sur papier en fibre de verre
(GFA, WHATMAN) placé sur le verre fritté d’un creuset
de GOOCH porosité n° 3, est ensuite lavé jusqu’à neu-
tralité du filtrat par de l’eau désionisée, 4 fois environ
50 ml, puis il est séché à l’étuve jusqu’à poids constant
puis incinéré à 550 °C pendant 3 heures.
La lignine avec « préhydrolyse acide simple » est

estimée suivant un protocole voisin de celui de JAR-
RIGE (1961). Les prises d’essais de 300 mg subissent
une préhydrolyse par l’acide sulfurique à 5 p. 100

pendant 4 h sous reflux. Après retour à température
ambiante, les résidus d’hydrolyse sont séparés par fil-
tration sur creuset de GOOCH, porosité 1, couvert

d’un papier en fibre de verre GFA (WHATMAN) en
aspirant lentement sous vide. Le résidu de préhy-
drolyse resté sur le filtre, lavé 4 fois après remise en
suspension par environ 50 ml d’eau désionisée est

ensuite séché jusqu’à poids constant à 105 °C. Le
résidu sec, appelé lignocellulose, subit le protocole
d’analyse standard « sans préhydrolyse » décrit plus
haut donnant la lignine « avec simple préhydrolyse ».
La lignine « avec préhydrolyse et lavage » est esti-

mée selon un protocole dérivé du précédent. La

préhydrolyse et la filtration du résidu de préhydrolyse
sont faites comme précédemment, mais le résidu est



laissé humide sur filtre. Il est alors immédiatement

dispersé par simple agitation dans 25 ml d’acide

chlorhydrique fumant. La suspension, laissée à tempé-
rature ambiante, est mise sous agitation lente pendant
15 mn puis elle est diluée par 25 ml d’eau et filtrée.
Le résidu de préhydrolyse ainsi traité est lavé succes-
sivement par 100 ml d’eau, d’éthanol puis d’éther

éthylique, il est enfin séché à 105 °C. Après pesée, la
lignocellulose obtenue subit le protocole d’analyse
standard sans préhydrolyse décrit plus haut, donnant
la lignine « avec préhydrolyse et lavage ». Lors du

prétraitement par hydrolyse enzymatique selon ELLIS
et al., (1950), l’hydrolyse pepsique est faite à 37 °C

pendant 24 h dans l’acide chlorhydrique 0,1 N sous
agitation douce ; après lavage sur filtre, la teneur en

lignine du résidu de cette préhydrolyse est déterminée
par dosage avec préhydrolyse simple.
La composition élémentaire en azote, carbone,

hydrogène et oxygène dosés par méthode électrochi-
mique, est calculée d’après les analyses faites par le
laboratoire de micro-analyses du CNRS (69390 Ver-
naison, France). Les résultats, corrigés de la teneur
en cendres, sont la moyenne de 3 déterminations

indépendantes.
Les réactifs du commerce, les plus purs (PROLABO,

RP, MERCK, PA) sont utilisés directement. L’acide

chlorhydrique fumant est à 37 p. 100, densité environ
1,19.

III. RÉSULTATS

Les tableaux 1 et 2 donnent les variations du rende-
ment et de la composition centésimale des 3 types de
lignines obtenues à partir de bois de peuplier.
Dans le tableau 1 les teneurs en lignocellulose ont

été utilisées pour calculer, par différences, les teneurs
en polyosides aisément solubilisés en milieu acide

(PAS) et en polyosides difficilement solubilisés en

milieu acide (PDS) après la préhydrolyse. Alors qu’il
est bien établi que la préhydrolyse a pour effet de
solubiliser les hémicelluloses qui constituent la

majeure partie des PAS, l’expression « polyosides
aisément solubles » a été retenue car il n’est pas pos-
sible d’exclure la présence de fragments de cellulose
et de lignine dans cette fraction. La même remarque
est valable pour les PDS constitués essentiellement de
cellulose. Les moyennes et écart-type indiqués dans le
tableau 1 correspondent à 5 séries de 6 analyses
parallèles comportant 3 répétitions de 2 des dosages
comparés ; les hydrolyses de la lignocellulose par
l’acide sulfurique 72 p. 100 puis les posthydrolyses
ont été faites simultanément dans chacune des séries.
Dans chaque série, le dosage avec préhydrolyse sim-
ple a été pris comme référence ; les résultats du
tableau 1 correspondent donc aux moyennes de
10 séries de dosages avec préhydrolyse simple et de
5 séries pour les 2 autres types de dosage.
On constate que les reproductibilités du dosage

sans préhydrolyse et du dosage avec préhydrolyse et
lavage sont supérieures à celles du dosage avec préhy-
drolyse simple. De plus, les teneurs en lignine insolu-
ble en milieu acide diffèrent significativement ; elles
décroissent dans l’ordre : lignine sans préhydrolyse,
lignine avec préhydrolyse simple et lignine avec

préhydrolyse et lavage. Le lavage chlorhydrique du
résidu de préhydrolyse provoque aussi une diminution
significative du rendement en lignocellulose à laquelle
correspond une augmentation de la quantité des

polyosides aisément solubilisés. Les compositions cen-
tésimales indiquées dans le tableau 2 sont arrondies à
la première décimale qui est exacte à ± 0,1 près. On
constate que, dans tous les cas, les prétraitements
affectent significativement la teneur en carbone qui
augmente et la teneur en oxygène qui diminue. Par
contre, les teneurs en hydrogène et en azote ne

varient pas significativement.

Le tableau 3 présente le bilan des effets des prétrai-
tements dans le cas de la paille de blé.
Comme dans le cas du peuplier, on constate que la

préhydrolyse et surtout le lavage réduisent de façon
significative les teneurs en lignine et en lignocellulose.
On constate encore que le protocole avec préhy-
drolyse simple est moins reproductible que les proto-
coles sans préhydrolyse et avec préhydrolyse et

lavage.



Le dosage avec préhydrolyses pepsique et acide ne
réduit pas de façon significative la teneur en lignine
par rapport au protocole avec lavage ; de plus, il
entraîne une variation peu significative de la teneur
en lignocellulose. Les teneurs en cendres de ces prépa-
rations n’étant pas significativement différentes, les
variations des teneurs en PDS et PAS sont-elles aussi

peu différentes.
Dans le tableau 4, on constate que le traitement

pepsique ne réduit pas plus significativement la teneur
en azote de la lignine que ne le font les autres prétrai-
tements. A l’exception de la préhydrolyse enzymati-
que, les prétraitements entraînent une réduction de la
teneur en oxygène déjà observée dans le cas du peu-
plier. Par contre, la teneur en carbone des lignines de
blé diminue systématiquement après chacun des pré-
traitements.

IV. DISCUSSION ET CONCLUSIONS

Quel que soit le matériel analysé, on constate que
le lavage chlorhydrique pratiqué après la préhydrolyse
par l’acide sulfurique 5 p. 100 provoque, d’une part,
une augmentation de la reproductibilité du dosage de
la lignine et, d’autre part, une chute des rendements
en lignine et en lignocellulose. Par contre, ce même
traitement ne modifie pas de la même façon la com-
position élémentaire des lignines correspondantes.

Alors que le lavage chlorhydrique augmente signifi-
cativement la reproductibilité du dosage de la
« lignine avec préhydrolyse » d’une série d’analyse à
une autre, il convient de souligner que, à l’intérieur
d’une même série de répétitions, la reproductibilité
des 3 types de dosage est voisine. Cette reproductibi-
lité mesurée par le pourcentage de l’écart-type à la

moyenne est pour les 3 dosages de l’ordre de
4 p. 100. La faible reproductibilité observée dans le
tableau 1 pour les dosages par simple hydrolyse
résulte, le plus souvent, de variations systématiques
de la moyenne d’une série d’analyses à une autre. Le
cas du bois de peuplier pour lequel le nombre de
séries est élevé permet de discuter ces faits en détail.
Sur 10 séries de 3 répétitions du dosage de la lignine
avec préhydrolyse simple, la dispersion moyenne des
résultats, mesurée par l’écart type, varie entre 0,1 et

0,9 avec une valeur moyenne de 0,4 alors que les
teneurs moyennes correspondantes varient entre 15,8
et 23,0. Ces 2 valeurs extrêmes des séries de dosage
de lignine avec préhydrolyse simple ne sont pas signi-
ficativement différentes des teneurs en lignine trou-
vées respectivement par le dosage avec préhydrolyse
et lavage et par le dosage sans préhydrolyse (tabl. 1).
On peut donc conclure que le dosage chlorhydrique
permet d’éliminer de façon reproductible des produits
qui sont systématiquement comptés dans la lignine
Klason « standard » et qui figurent de façon aléatoire
dans la lignine Klason « avec préhydrolyse simple ».
Dans le cas des pailles, l’amélioration de reproduc-

tibilité consécutive au lavage est moins nette ; le nom-
bre plus réduit de séries d’analyses pratiquées semble
suffisant pour expliquer cette observation.
Le lavage chlorhydrique a donc pour effet d’élimi-

ner, de façon reproductible, du matériel pariétal
rendu solubilisable par préhydrolyse. Il en résulte,
dans tous les cas, une chute du rendement en ligno-
cellulose qui peut résulter principalement de la solubi-
lisation de lignine et d’hémicellulose mais aussi, à un
degré moindre, de protéines dans le cas du blé.
La comparaison des variations de composition élé-

mentaire des différentes préparations de lignine per-
met de préciser ces points. La préhydrolyse simple
suffit pour réduire, de près de 50 p. 100, la teneur en
azote des préparations de lignine de paille. L’effet
n’est pas net sur peuplier ; ce résultat n’est pas inat-
tendu dans la mesure où les bois sont pauvres en

matières azotées. Par contre, et même dans le cas de

bois, les préparations de lignines ne sont jamais pures
de contaminations azotées ; le lavage chlorhydrique
ne réduit pas ce type de contamination. Il ne faudrait

cependant pas en déduire que ce lavage ne modifie
pas les compositions élémentaires. En effet, dans le
cas de la lignine de bois, on constate un effet spécifi-
que du lavage sur la teneur en carbone. Alors que la



simple préhydrolyse réduit uniformément les teneurs
en oxygène des lignines et provoque une augmenta-
tion de teneur en carbone, la lignine obtenue après
préhydrolyse et lavage est relativement moins riche en
carbone que son homologue obtenue par préhy-
drolyse simple.

Puisqu’il est bien établi que la préhydrolyse a pour
effet de solubiliser des hémicelluloses qui constituent
la majeure partie du matériel pariétal aisément solu-
ble et puisque le lavage chlorhydrique modifie l’effet
de la préhydrolyse, on peut supposer que la variation
de composition élémentaire observée après ces 2 types
de prétraitements résulte de l’élimination d’hémicellu-
loses. Les hémicelluloses sont en effet relativement

plus riches en oxygène et plus pauvres en carbone que
les lignines. L’élimination des hémicelluloses, lors de
prétraitement, augmenterait donc le caractère aroma-
tique des préparations de lignine qui sont effective-
ment plus riches en carbone et plus pauvres en oxy-
gène après prétraitement. Cette hypothèse concorde
bien avec les conclusions de NORMAN & JENKINS,
non infirmées depuis 1934, qui ont montré que les
hémicelluloses de paille sont susceptibles de former
des produits insolubles et non hydrolysables qui sont
identifiés, par gravimétrie, à la lignine Klason.
Comme cependant les variations de composition élé-
mentaires des préparations de lignine de blé ne con-
cordent que partiellement avec les variations obser-
vées dans le cas de peuplier, on peut conclure que
l’élimination des hémicelluloses par préhydrolyse et

lavage ne permet pas d’expliquer systématiquement
les effets qualitatifs et donc quantitatifs des prétraite-
ments lors des différents dosages de lignine. Il est

vraisemblable que la diversité des hémicelluloses

(JOSELEAU, 1980) et l’hétérogénéité des lignines
(MONTIES, 1980) sont en partie responsables de ces
différences. Faute de savoir caractériser finement les

lignines précipitées en milieu sulfurique, il est très dif-
ficile de rechercher dans ces dernières des indices de

présence de produits dérivés d’hémicelluloses. Dans le
cas de ces lignines, on pourrait envisager par contre
de contrôler, suivant FREUDENBERG & PLOETZ

(1940), l’influence des prétraitements sur les teneurs
en méthoxyle des préparations de lignine. Cependant,
l’interprétation des résultats de ce type de contrôle est
rendue hasardeuse par la possibilité de perte sélective
de fragments de lignine relativement enrichis en motif
syringyle sous forme de lignine acido-soluble. La
solubilisation sélective de motif syringyle est, en effet,
suffisante pour réduire la teneur en méthoxyle des
préparations de lignine sans que cependant la pureté
de la fraction de lignine résiduelle soit modifiée. Il est
tout à fait vraisemblable, à ce propos, que les discor-
dances, restées inexpliquées, entre minimum de masse
des lignines insolubles dans l’acide sulfurique concen-
tré et maximum de teneur en méthoxyle, rapportées

pour certains bois par FREUDENBERG & PLOETZ dès

1940, résultent précisément de ce type de perte spéci-
fique. C’est pour cette raison que l’étude globale des
teneurs en méthoxyles des préparations de lignine
n’est pas faite dans ce travail.

Par contre, l’étude des produits de dégradation des
lignines solubilisées après préhydrolyse et lavage
chlorhydrique devrait permettre de mieux comprendre
non seulement l’effet des prétraitements mais encore
la nature de la lignine acido-soluble. Au cours

d’expériences de marquage de lignine de bois de peu-
plier et de tiges de blé à l’aide de phénylalanine 14c,
nous avons constaté invariablement la présence de
fortes radioactivités dans les fractions de résidus

pariétaux solubilisées par hydrolyses sulfuriques
(BAYET & MONTIES, 1979, résultats non publiés ;
BAYET, 1980 ; ODIER et al., 1981 ; AGOSSIN et al.,
1982). Ces fractions pourraient être constituées, au
moins en partie, par des fragments monomériques du
type « cétone de Hibbert ». La formation de substan-
ces de ce type a été observée par ITO et al. (1981) lors
d’hydrolyses sulfuriques de molécules modèles de

lignine ayant la structure arylglycérol-(3-aryl éther.
Des études sont en cours pour préciser la nature et

l’éventuelle signification biosynthétique de la fraction
de lignine solubilisée par préhydrolyse qui pourrait
correspondre à des fractions tardivement incorporées
au polymère et donc relativement peu condensées.

Quelle que soit cette signification, les résultats
obtenus démontrent que les dosages réalisés selon le

protocole standard « sans préhydrolyse » et selon le

protocole de dosage « avec préhydrolyse et lavage »
fournissent, avec une bonne reproductibilité, des
valeurs vraisemblablement par excès pour le premier
dosage, et certainement par défaut pour le second, de
la teneur en lignine. Ils sont cependant tous deux pré-
férables au dosage « avec préhydrolyse simple » qui
est moins reproductible.
De plus, les variations de composition élémentaire

observées après différents prétraitements permettent
de conclure que les différentes préparations de lignine
isolées selon différents protocoles et à partir de diffé-
rentes plantes ne sont pas strictement homologues.
La caractérisation physico-chimique de la fraction

de lignine facilement solubilisée par préhydrolyse
devrait permettre de préciser l’intérêt respectif du
dosage avec préhydrolyse et lavage et du dosage stan-
dard sans préhydrolyse.
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