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La determination des groupements alkoxyles est une don&e particulihement 
importante pour la caracterisation des biopolymeres phenoliques complexes tels que 

la lignine. Par le biais de ce dosage, on peut apprehendre non seulement les taux de 
methoxyles ou d’ethoxyles mais Cgalement celui des hydroxyles totaux ou plus specifi- 
quement des hydroxyles aromatiques. 11 suffit pour cela de methyler ces fonctions et 
de determiner ensuite l’augmentation de la teneur en methoxyles. En proctdant de 
cette man&e, on peut suivre la degradation chimique ou enzymatique d’une lignine 
en mesurant le nombre des groupements hydroxyles lib&es provenant par exemple 
des liaisons aryl ether. Cependant ceci n’est interessant que si l’on dispose d’une 
technique de dosage aisee et rapide a mettre en oeuvre. 

Actuellement, la determination classique des alkoxyles repose sur la methode 
de Zeisel qui consiste a transformer ces groupements en iodure d’alkyles correspon- 
dants par traitement a l’acide iodhydrique bouillant: 

R-O-R’ + HI + R-OH + R’I R’ = CH, ou C,H, 

Ceux-ci sont ensuite &pares et doses par chromatographie en phase gazeuse. 
Les inconvenients de cette methode resident dans l’utilisation d’un appareillage 
complexe et surtout dans la longueur et le nombre des manipulations: reaction, distil- 
lation, pitgeage et analyse. Ainsi pour l’attaque par HI, il est necessaire de soumettre 
chaque Cchantillon a un chauffage sous reflux pendant au moins trente minutes en 
Cvitant toute perte des iodures d’alkyles form&. Ces derives halogenes tres volatiles 
doivent 2tre: ensuite recuperts quantitativement; pour cela de nombreuses solutions 
ont CtC proposees telles que l’entrainement et le piegeage dans differents solvants1y2, la 
condensation dans un piege refroidi3s4 ou encore I’extraction directe du milieu reac- 
tionnel par le tetrachlorure de carbone5. Malheureusement aucune de ces solutions ne 
donne entiere satisfaction. 11 apparait d&s lors que ces divers protocoles ne sont pas 
adapt& a l’analyse d’un grand nombre d’echantillons. 

Dans cette note, nous proposons une version amelioree de la methode de Zeisel 
qui se caracterise a la fois par sa rapidite, son efficacite et ses besoins limit& en 
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appareillage specifique. Aprbs l’avoir experimentee sur des Cchantillons de lignine de 
peuplier, nous discutons les resultats obtenus. 

MATERIELS ET METHODES 

Dosage des groupements alkoxyles 
L’echantillon de 3 a 10 mg est introduit dans un tube a vis de 28 ml (type 

Sovirel) avec 5 ml de HI a 57 % (Merck). Chaque tube hermetiquement ferme au 
moyen d’un bouchon a vis muni d’un joint en PTFE est place 20 min dans une Ctuve a 
150°C. Apres refroidissement a 4°C on rajoute 10 ml d’eau distillte et 10 ml de 
benzene avant de laisser revenir l’ensemble a temperature ambiante. Une agitation 
vigoureuse du tube fait passer les iodures d’alkyles form& dans la phase benzenique 
surnageante. On prelbve alors 1 ~1 de cette phase que l’on injecte directement dans un 
chromatographe en phase gazeuse. 11 s’agit ici d’un chromatographe Packard 437 
equip6 d’un detecteur a ionisation de flamme. Les conditions operatoires sont les 
suivantes: Colonne: Carbowax 20M a 20 ‘? sur Chromosorb W AW; 2.5 m x 3 mm 
I.D. Temperatures: colonne 80°C; dttecteur et injecteur 100°C. Debit du gaz vecteur 
N,: 25 ml/min. 

Si l’analyse chromatographique n’est pas faite immediatement, il est preferable 
de maintenir les tubes reactionnels a l’obscurite. 

Le taux de groupements alkoxyles est determine par comparaison avec une 
courbe Ctalon en mesurant la surface des pits respectifs. Dans le cas du dosage des 
mtthoxyles de la lignine, cette courbe Ctalon a CtC Ctablie en traitant des quantites 
croissantes d’acide vanillique selon le processus decrit pour les Cchantillons. Elle 
prtsente les caracteristiques suivantes: pente 0.546, origine 0.4 mm, coefficient de 
correlation 0.995. Pour tous les dosages, l’hexane est utilist comme Ctalon interne. 

Application h la lignine 

C’est une lignine de peuplier (Populus nigra var. Robusta) extraite de la sciure 
par le dioxanne selon la methode de Pepper et aL6. 

Mkthylation totale. A 200 mg de lignine dissoute dans 15 ml de dioxanne a 96 % 
(v/v), on ajoute 3 g de soude broyee et 2 ml de sulfate de methyle. Apres 4 jours 
d’agitation a temperature ambiante, le melange est neutralise par HCl 1 N. La lignine 
entierement mtthylee est alors precipitee par l’ether ethylique puis recueillie par cen- 
trifugation. 

M&thylation sptc@ique des OHph&oliques. Dans un ballon Cquipe d’un refrige- 
rant descendant et contenant 30 ml d’tther Cthylique refroidis par un bain d’eau 
glade, on ajoute 2 g de N,N’-dinitrosodimethylterephtalimide et 10 ml d’une solution 
de potasse a 4% (w/v). On laisse au repos pendant 5 min de facon a permettre la 
liberation du diazomtthane puis on chauffe 40°C pour distiller le melange diazome- 
thanetther. Le distillat est recueilli dans un erlenmeyer contenant 1 g de lignine 
dissoute dans un melange dioxanne-mtthanol(10:2, v/v) refroidi a 0°C. Apres 40 h a 
4°C la solution est evaporee et le residu est repris par 10 ml de dioxanne. La lignine 
sptcifiquement methylte est prtcipitee par l’ether ethylique puis recueillie par centri- 
fugation. 
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TABLEAU I 

TEMPS DE RETENTION DES COMPOSEiS ANALYSES 

composPs 

Hexane (italon interne) 

CH,I 

GHJ 
Ben&e 

Temps de retention (min) 

1.8 
3.2 
4.3 
5.5 

RESULTATS 

Par rapport au pro&de classique, l’originalite de la mtthode reside dans l’utili- 
sation d’un simple tube a vis place a 150°C pour effectuer la reaction, d’oh la possibili- 
te de traiter un grand nombre d’tchantillons a la fois. L’attaque est complete au bout 
de vingt minutes meme avec une substance aussi complexe que la lignine. L’extraction 
des iodures d’alkyles par le benzene ajoute directement aux tubes reactionnels permet 
de limiter efficacement les pertes; le benzene Ctant un excellent solvant de ces derives 
halogenes, la recuperation est toujours superieure a 97 %. Les iodures d’alkyles conte- 
nus dans la phase benzenique sont ensuite doses par chromatographie en phase ga- 
zeuse. Pour cette analyse, le benzene presente l’avantage par rapport au tetrachlorure 
de carbone, de pouvoir etre preleve sans manipulation supplementaire. Les condi- 
tions chromatographiques retenues permettent une excellente separation des iodures 
de methyle et d’ethyle en quelques minutes (Tableau I). 

Les teneurs en iodures d’alkyles peuvent etre determinees par rapport a des 
courbes etalons preetablies en iodures de methyle et d’ethyle. On en deduit ensuite le 
taux de methoxyle ou d’ethoxyle. A partir de composes methoxyles simples du 
commerce (vanilline, par exemple), nous avons d’ailleurs pu verifier que les quantites 

TABLEAU II 

TENEUR EN METHOXYLES DE LA LIGNINE DE PEUPLIER AU DIOXANNE AVANT ET 
APRCS MBTHYLATIONS 

Lignine Echantillons 

(mg) 
OCH, I%) OCH, 

moyen (%) 

Aprts extraction 9.4 14.38 14.5 
9.5 14.76 

15.0 14.33 
10.1 14.54 

Apres mithylation 
par CH,N, 

2.0 19.67 19.6 
7.5 19.71 

17.6 19.49 

Apt& mkthylation 5.4 32.98 33.1 
par (CH,)$O, 5.0 33.22 
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TABLEAU III 

TENEURS EN OCH,, EN OH TOTAUX ET OH PHENOLIQUES DE LA LIGNINE DE PEUPLIER 

Groupements fonctionnels Taux (moles/100 g) 

OCH, 0.47 
OH PhCnoliques 0.18 
OH Totaux 0.70 

de methoxyles determinees experimentalement par ce protocole simplifie sont en 
concordance Ctroite avec les quantites thtoriques calculees. Cependant pour le dosage 
sur des substances plus complexes, il est preferable d’etablir la courbe &talon a partir 
de composes alkoxylts de nature voisine auxquels ont fait subir le meme traitement: 

ainsi, dans le cas de la lignine qui contient essentiellement des groupements methoxy- 
les, la courbe &talon a CtC obtenue en utilisant l’acide vanillique. 

Dans le Tableau II sont presentes les differents taux de methoxyles determines 
sur une lignine de peuplier avant et apres methylation totale par le sulfate de methyle 
ainsi qu’apres methylation specifique des hydroxyles phenoliques par le diazometha- 
ne. 

A partir de ces donnees, on peut deduire le nombre n de fonctions methylables 
selon la formule: 

t2 - t1 
n = 31 - 0.14 t, 

avec t, = ‘A OCH, avant methylation; t, = % OCH, apres methylation 
Le Tableau III indique les teneurs en groupements fonctionnels ainsi calculees 

pour la lignine de peuplier au dioxanne. 
Les resultats du Tableau II tendent a confirmer la fiabilite de la methode de 

dosage quel que soit le poids de l’echantillon mis en oeuvre, meme pour des prises 
d’essai tres faibles de l’ordre de 2 a 5 mg. Les taux de groupements fonctionnels 
(Tableau III) sont en accord avec ceux de la litterature 7,8 et avec le modele structural 
hypothetique de la lignine Ctabli par Freudenberg’. 

L’ensemble de ces resultats donne a penser que la methode de dosage des 
groupements alkoxyles d&rite ici peut avantageusement remplacer le procede classi- 
que &ant donne sa rapidite et sa precision. 
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