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Procede de depolymerisation de la lignine par des laccases 

La presente invention concerne un procede de depolymerisation de la lignine. 

La lignine est le deuxieme biopolymere renouvelable le plus abondant, apres la 

cellulose, et, a elles deux, elles constituent plus de 70 % de la biomasse totale. 

La valorisation de la lignine represente done un enjeu important. 

Dans I'industrie papetiere, de grandes quantites de lignine sont obtenues a titre de 

sous-produits ou de dechets, dont seule une infime partie est valorisee sous forme 

chimique. Dans I'industrie sucriere, des quantites importantes de lignine sont egalement 

obtenues sous forme de dechets lors de I'extraction du sue de canne a sucre. La lignine 

est principalement utilisee en tant que liant ou dispersant, ou pour la preparation de 

biogaz par un traitement a haute temperature (800°C - 1000°C). II existe egalement des 

methodes de depolymerisation de la lignine faisant intervenir des derives chlores, non 

satisfaisantes d'un point de vue environnemental. 

A I'heure actuelle, il existe peu de precedes viables economiquement utilisant la 

lignine comme matiere premiere pour produire des composes chimiques. 

II existe done un besoin pour un nouveau procede de valorisation de la lignine, qui 

soit viable economiquement et acceptable d'un point de vue environnemental. 

La presente invention a pour but de proposer un nouveau procede de 

depolymerisation de la lignine qui soit efficace et adapte d'un point de vue 

environnemental, permettant d'acceder a des produits de depolymerisation valorisables 

dans differents domaines industriels, tels que les bioraffineries, I'agroalimentaire ou 

encore les cosmetiques. 

Un autre but de la presente invention est de proposer un procede permettant 

d'acceder, de maniere controlee, a des produits de depolymerisation de tailles diverses 

comme I'acide 3,4-dimethoxybenzoTque (acide vanillique methyle), le veratraldehyde 

(vanilline methylee), le veratrole (gai'acol methyle), ou le diformyl gai'acol methyle. 

Le procede de la presente invention propose de combiner, de maniere 

sequentielle, Taction d'une enzyme et Taction d'un agent oxydant. 
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Plus particulierement, la presente invention concerne un procede de 

depolymerisation de la lignine comprenant: 

- une etape d'oxydation de lignine non-phenolique par mise en presence, 

dans au moins un solvant, de lignine non-phenolique, de laccase, d'un 

mediateur redox et d'une source d'oxygene, ce par quoi on obtient un 

melange comprenant de la lignine non-phenolique oxydee, et 

- une etape de depolymerisation de la lignine non-phenolique oxydee ainsi 

obtenue, par addition d'un agent oxydant, 

ladite lignine non-phenolique etant obtenue a partir de lignine phenolique par 

fonctionnalisation de fonctions phenol de ladite lignine phenolique. 

Le procede de I'invention est non-microbiologique, au sens ou il n'utilise pas de 

microorganismes (tels que des champignons) exprimant de maniere endogene des 

laccases. 

Les inventeurs ont observe, de maniere surprenante, que Taction sur de la lignine 

non-phenolique d'une laccase en presence d'un mediateur redox et d'une source 

d'oxygene, suivie de Taddition d'un agent oxydant, a pour effet de depolymeriser 

efficacement la structure de la lignine. 

Lors de la premiere etape du procede (etape d'oxydation), les fonctions hydroxyle 

en position benzylique de la lignine non-phenolique sont oxydees en fonctions cetone. 

Lors de cette etape, la structure polymerique de la lignine n'est pas fragmentee et 

sensiblement aucune liaison C-C n'est coupee. 

Lors de la deuxieme etape du procede (etape de depolymerisation, aussi appelee 

fragmentation), des liaisons C-C de la structure polymerique de la lignine sont rompues. 

Sans vouloir etre lie a une theorie particuliere, les liaisons C-C ainsi rompues sont celles 

qui se trouvent au voisinage des fonctions cetone formees lors de la premiere etape du 

procede. 

Le procede de I'invention peut etre represents par le schema illustratif suivant: 

1 ere etape 
oxydation 

R'-

OR 

2eme etape 
depolymerisation O^^OH 

+ O 

R'-

coupure oxydante 
de liaison C-C OR 

dans lequel le groupe -OR represente une fonction phenol fonctionnalisee de la lignine 

non-phenolique et le groupe -R' represente un eventuel autre substituant (different d'une 
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fonction phenol) du groupe phenyle represente. La presence, le nombre et le type de 

groupe -R' dependent de la lignine utilisee. II peut par exemple s'agir d'un ou plusieurs 

groupes methoxy. 

Le schema ci-dessus est purement illustratif et ne reflete que schematiquement la 

structure de la lignine. 

Comme cela sera expose plus loin, les deux etapes du procede s'effectuent 

avantageusement a la suite I'une de I'autre, dans le meme reacteur. 

Les conditions reactionnelles des etapes du procede de I'invention seront decrites 

plus loin. 

De maniere generale, dans le cadre de la presente demande, on entend par 

« milieu reactionnel » le milieu dans lequel ont lieu les etapes du procede et qui comprend 

un derive de lignine, une laccase, un mediateur redox, une source d'oxygene, au moins 

un solvant, et eventuellement un agent oxydant (selon s'il a deja ete ajoute ou non). 

Par « mise en presence », on entend ainsi I'addition d'un reactif dans le milieu 

reactionnel. 

Ledit milieu reactionnel peut egalement comprendre d'autres reactifs tels qu'ils 

sont decrits dans la presente demande. 

La matiere premiere mise en ceuvre dans le procede, a savoir la lignine non-

phenolique, va maintenant etre decrite. 

Lignine non-phenolique 

Par « lignine non-phenolique », on entend un derive de lignine phenolique, qui est 

le produit de reaction de la fonctionnalisation de fonctions phenol (Ph-OH) d'une lignine 

phenolique (aussi simplement appelee « lignine »). 

Une lignine non-phenolique est une lignine modifiee ou fonctionnalisee, dans 

laquelle au moins une fonction phenol est modifiee. De preference, au moins 50%, voire 

au moins 60%, voire au moins 70%, voire au moins 80%, voire au moins 90%, voire au 

moins 95%, voire au moins 99% des fonctions phenol de la lignine sont modifiees. 

Un type de lignine non-phenolique est notamment decrite dans Srebotnik et al. 

(Journal of Biotechnology 81 (2000), 179-188). 

De preference, la lignine non-phenolique ne comporte pas de fonction phenol libre 

(non fonctionnalisee). 

Une lignine non-phenolique est obtenue par reaction d'une lignine phenolique avec 

un agent de fonctionnalisation apte a convertir des fonctions phenol de ladite lignine 
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phenolique en fonctions non reactives lors de I'etape d'oxydation du procede. La 

fonctionnalisation de la lignine a pour but de proteger les fonctions phenol lors de I'etape 

d'oxydation du procede et de les empecher de reagir. Les fonctions phenol 

fonctionnalisees de la lignine non-phenolique ne sont ainsi pas reactives lors de I'etape 

d'oxydation par les laccases. 

Dans le cadre de la presente invention, on entend par «fonctionnalisation de la 

lignine » la fonctionnalisation selective des fonctions phenol, c'est-a-dire que les autres 

fonctions hydroxyle de la lignine (alcools aliphatiques en particulier) ne sont pas 

fonctionnalisees. De preference, la fonctionnalisation est totale, c'est-a-dire que toutes les 

fonctions phenol sont fonctionnalisees. 

Les inventeurs ont decouvert qu'en utilisant une lignine phenolique conformement 

au procede de I'invention, on ameliore la depolymerisation de la lignine. 

L'alkylation est un exemple de fonctionnalisation convenant a la mise en ceuvre du 

procede. On utilise pour cela un agent d'alkylation a titre d'agent de fonctionnalisation. 

Selon un mode de realisation, on peut utiliser de la lignine alkylee a titre de lignine 

non-phenolique. 

Par « lignine alkylee », on entend de la lignine non-phenolique dans laquelle les 

fonctions phenol sont fonctionnalisees par des alkyles (typiquement en C1-C12), pour 

donner des fonctions alcoxy. 

De preference, la lignine alkylee ne comporte pas de fonction phenol libre, c'est-a-

dire qu'elles sont toutes (ou quasiment toutes) sous forme de fonctions alcoxy. 

Selon un mode de realisation avantageux, on peut utiliser de la lignine methylee a 

titre de lignine non-phenolique. 

On utilise pour cela un agent de methylation a titre d'agent de fonctionnalisation. 

Par « lignine methylee », on entend de la lignine alkylee dans laquelle les 

fonctions phenol sont fonctionnalisees par des methyles, pour donner des fonctions 

methoxy. 

De preference, la lignine methylee ne comporte pas de fonction phenol libre, c'est-

a-dire qu'elles sont toutes (ou quasiment toutes) sous forme de fonctions methoxy. 

Apres la fonctionnalisation d'une lignine phenolique, afin de controler le taux de 

fonctionnalisation et la selectivity de fonctionnalisation, on peut quantifier par RMN 31P la 

quantite de fonctions phenoliques eventuellement restantes (qui n'auraient done pas ete 

fonctionnalisees). Une methode est notamment decrite dans Granat et al. J. Agric. Food 

Chem., 1995, 43(6), 1538-1544. 
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Selon un mode de realisation, la lignine non-phenolique est une lignine alkylee qui 

est obtenue par mise en presence, dans une solution aqueuse basique, de lignine 

phenolique et d'un agent alkylant. 

Dans le cadre de la presente invention, un agent alkylant est un compose apte a 

fonctionnaliser les fonctions phenol par des groupes alkyle, en substituant les atomes 

d'hydrogene desdites fonctions phenol par des groupes alkyle (pour donner des fonctions 

alcoxy). 

De preference, on utilise un agent alkylant permettant d'alkyler selectivement les 

fonctions phenol de la lignine, c'est-a-dire que les autres fonctions hydroxyle de la lignine 

(alcools secondaires en particulier) ne sont pas alkylees en fonctions alcoxy. 

De preference, on utilise un agent alkylant permettant d'alkyler totalement 

fonctions phenol de la lignine, c'est-a-dire que toutes (ou quasiment toutes) les fonctions 

phenol de la lignine sont alkylees en fonctions alcoxy. 

Selon un mode de realisation avantageux, la lignine non-phenolique est une 

lignine methylee, qui est de preference obtenue par mise en presence, dans une solution 

aqueuse basique, de lignine et d'un agent methylant. 

Dans le cadre de la presente invention, un agent methylant est un compose apte a 

fonctionnaliser les fonctions phenol par des groupes methyle, en substituant les atomes 

d'hydrogene desdites fonctions phenol par des groupes methyle. 

De preference, on utilise un agent methylant permettant de methyler selectivement 

les fonctions phenol de la lignine, c'est-a-dire que les autres fonctions hydroxyle de la 

lignine (alcools secondaires en particulier) ne sont pas methylees en fonctions methoxy. 

La mise en presence de I'agent methylant est typiquement effectuee au goutte-a-

goutte. 

La mise en presence est typiquement suivie d'une etape de chauffage du milieu 

reactionnel, a une temperature comprise typiquement de 50°C a 100°C. 

A titre d'agent methylant, on peut citer le dimethylsulfate (ou sulfate de dimethyle), 

le carbonate de dimethyle (DMC), I'iodure de methyle et le diazomethane. 

De preference, on utilise le dimethylsulfate, qui permet de methyler totalement et 

selectivement les fonctions phenol d'une lignine phenolique. 

L'etape de methylation de la lignine peut etre typiquement effectuee selon une 

methode decrite dans Sadeghifar et al. Ind. Eng. Chem. Res. 2012,51,16713-16720. 

La lignine est dissoute dans une solution aqueuse basique, typiquement de soude 

(par exemple a 0,7 M). Le melange obtenu est agite, typiquement a temperature 

ambiante, et un agent methylant est additionne, de preference au goutte a goutte (a 

raison d'environ 50 equivalents d'agent methylant par rapport au nombre d'equivalents de 
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fonctions phenol). Le melange est typiquement chauffe (par exemple a 80°C) jusqu'a ce 

que les reactifs soient consommes. Le melange est alors acidifie, filtre et le solide obtenu 

est lave a I'eau distillee et seche pour fournir la lignine methylee. 

Sans vouloir etre lie a une theorie particuliere, les inventeurs ont observe que la 

methylation de la lignine, en bloquant selectivement et totalement les fonctions phenols, 

permet d'eviter de maniere tres efficace les reactions de polymerisation de la lignine lors 

de Taction de la laccase, et ainsi d'ameliorer la depolymerisation. 

L'effet de la methylation est notamment illustre dans les exemples comparatifs 

decrits ci-apres. Une lignine non-phenolique (non methylee) traitee par le procede de 

I'invention n'est pas depolymerisee. 

Lignine phenolique 

Dans le cadre de la presente invention, on entend par « lignine phenolique » ou 

« lignine », une forme naturelle de lignine, comportant des fonctions phenol libres (Ph-

OH). 

La structure de la lignine se presente sous la forme d'un reseau tridimensionnel 

complexe, issu de la polymerisation d'unites de base qui ont pour squelette un motif 

phenylpropane. La lignine designe done plus generalement « des » lignines, en fonction 

des unites de base qui la constitue. Parmi les unites de base de la lignine, aussi appelees 

monolignols, on peut citer principalement Talcool paracoumarylique, Talcool coniferylique 

et Talcool sinapylique. 

Dans le cadre la presente invention, on entend par « depolymerisation » une 

reaction au cours de laquelle des liaisons covalentes de la structure polymerique de la 

lignine sont rompues, conduisant a des produits de depolymerisation de taille inferieure a 

la lignine de depart. 

Par «taille inferieure », on entend que les produits de depolymerisation obtenus 

selon le procede de I'invention possedent une masse moleculaire inferieure a celle de la 

lignine non-phenolique de depart. 

Toutefois, dans le cadre la presente invention, le sens du terme 

« depolymerisation » ne doit pas etre limite a la transformation de la lignine non-

phenolique en unites de base telles que decrites ci-dessus. 

Typiquement, les produits de depolymerisation de la lignine obtenus selon le 

procede de I'invention sont formes d'une unite de base, de quelques unites de base, voire 

de quelques dizaines d'unites de base. On obtient generalement des melanges de 

produits de depolymerisation, comportant un nombre different d'unites de base. 
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Generalement, etant donne la structure complexe de la lignine, le procede de 

I'invention fournit un melange de produits de depolymerisation de tailles et de structures 

diverses, qui peuvent porter differents groupes fonctionnels, tels que des groupes cetone, 

aldehyde, acide, phenol, alcool ou methoxy par exemple, de preference acide, methoxy, 

alcool et cetone. 

Lesdits produits de depolymerisation peuvent etre definis comme des 

« monomeres », des « oligomeres » ou des « fragments » de lignine non-phenolique. 

Ainsi, par « procede de depolymerisation », on entend egalement un « procede de 

fragmentation » de la structure de la lignine. 

Les produits de depolymerisation obtenus selon le procede de I'invention 

presentent une taille comprise entre 100 g/mol et 5 000 g/mol, de preference entre 150 

g/mol et 4 000 g/mol, avantageusement entre 200 g/mol de 3 000 g/mol, 

preferentiellement entre 500 g/mol et 2 500 g/mol. 

Le melange de produits de depolymerisation de la lignine est typiquement 

caracterise par sa masse moleculaire moyenne Mw, qui represente la moyenne des 

masses molaires ponderee par la masse de chaque produit, et qui a pour formule : 

Z"*2 
M =-i 

w 

i 

dans laquelle n, designe le nombre de produits i et M, designe la masse 

moleculaire du produit i. 

Pour un melange de produits de depolymerisation obtenu selon le procede de 

I'invention, la masse moleculaire moyenne, Mw, peut etre mesuree par chromatographie 

d'exclusion sterique (SEC pour « Size Exclusion Chromatography »). 

Le melange de produits de depolymerisation presente typiquement une masse 

moleculaire moyenne Mw comprise entre 100 g/mol et 5 000 g/mol, de preference entre 

150 g/mol et 4 000 g/mol, avantageusement entre 200 g/mol de 3 000 g/mol, 

preferentiellement entre 500 g/mol et 2 500 g/mol. 

Le melange de produits de depolymerisation obtenu selon le procede de 

I'invention peut egalement etre caracterise par le rapport molaire entre la masse 

moleculaire moyenne en masse Mw dudit melange et la masse moleculaire moyenne en 

masse de la lignine de depart M|ig. 

Typiquement, en utilisant le procede de I'invention, on obtient un rapport molaire 

Mw/M|ig compris entre 1/3 et 1/10. 
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La lignine non-phenolique servant de matiere premiere dans le procede de 

I'invention peut etre obtenue par toute methode de fonctionnalisation (alkylation, 

methylation, ...) connue en soi, a partir de toute source de lignine phenolique disponible, 

qu'elle soit commerciale ou bien extraite de residus industriels riches en lignine. 

5 A titre de source de lignine phenolique, on peut utiliser les lignines decrites ci-

dessous, et de preference la lignine Kraft (par exemple issue de la liqueur noire), 

eventuellement purifiee, ou bien la lignine de bagasse de canne a sucre, ou encore toute 

autre lignine industrielle. 

Les lignines utilisables dans le cadre de la presente invention sont notamment 

10 decrites dans Lignins and Lignans : Advances in Chemistry, Cyril Heitne, John Schmidt, 

CRC Press, Taylor&Francis Group, 2010. 

Avantageusement, la lignine a subi un pretraitement de maniere a la rendre 

soluble en milieu aqueux. 

15 A titre de lignine phenolique, on peut utiliser de la lignine Kraft, par exemple 

extraite de liqueur noire. 

Les lignines Kraft (aussi appelees thiolignines) sont des composes hydrosolubles 

issus de la production industrielle de la pate a papier par utilisation d'ions sulfates. 

La lignine Kraft utilisable dans le procede de I'invention est typiquement obtenue 

20 par extraction de liqueur noire, qui est la liqueur de cuisson issue de la fabrication du 

papier Kraft. II s'agit d'une solution aqueuse composee des residus de lignine et 

d'hemicellulose dissous de la pate a papier, ainsi que d'autres composes chimiques 

inorganiques (sels dissous). 

La purification de la liqueur noire est typiquement effectuee comme suit. On 

25 acidifie la liqueur noire pour faire precipiter la lignine. Le solide obtenu est centrifuge, isole 

et extrait a I'ethanol. Les fractions liquides sont recuperees et concentrees en evaporant 

I'ethanol. Le residu est lave par une solution acide pour eliminer les sels residuels. On 

obtient ainsi de la lignine Kraft. 

La lignine Kraft extraite de liqueur noire peut etre en outre purifiee comme suit 

30 pour eliminer les impuretes (typiquement des composes monophenols et des residus de 

degradation). On met en presence la lignine Kraft avec du tetrahydrofurane, on filtre le 

melange obtenu pour eliminer le solide, on concentre le filtrat en evaporant le solvant, 

puis on lave le solide obtenu avec du diethylether pour eliminer des impuretes 

organiques, tels que des composes monophenols (vanilline, acide vanillique, ...) et des 

35 residus de degradation. Le solide recupere est seche pour donner de la lignine Kraft 

purifiee. 
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A titre de lignine phenolique, on peut egalement utiliser de la lignine issue de la 

bagasse de canne a sucre. 

La bagasse de canne a sucre est le residu fibreux de la canne a sucre obtenu 

apres extraction du sue. Elle constitue un dechet important de I'industrie sucriere, qui 

n'est pas assez valorise. La lignine de bagasse de canne a sucre est disponible 

commercialement (Solvay). 

On peut aussi utiliser une source de lignine industrielle ou bien des melanges de 

composes comprenant des lignines, typiquement des melanges de biomasse comprenant 

de la lignine et d'autres constituants, tels que de la cellulose et/ou de Themicellulose, ou 

bien encore un melange de lignines Kraft. 

La lignine utilisee dans le procede de I'invention presente typiquement une masse 

moleculaire moyenne en masse (M,ig) comprise entre 1 000 et 10 000 g/mol, de 

preference entre 1 000 et 5 000 g/mol. 

La masse moleculaire moyenne en masse de la lignine de depart (M,ig) represente 

la moyenne des masses molaires ponderee par la masse de chaque taille de lignine, et a 

pour formule : 

HnJMj2 

M = — 
* 

3 

dans laquelle n, designe le nombre de molecules de lignine de taille j et M, designe 

la masse moleculaire d'une lignine de taille j. 

Cette valeur est generalement indiquee par le fournisseur de lignine ou bien peut 

etre determinee par une mesure de chromatographie d'exclusion sterique, comme decrit 

plus haut. 

Les etapes du procede de I'invention vont maintenant etre decrites. 

Etape d'oxydation par les laccases 

La premiere etape du procede de I'invention consiste a mettre en presence, dans 

au moins un solvant, de la lignine non-phenolique telle que decrite ci-dessus, une 

laccase, un mediateur redox et une source d'oxygene. 

Cette etape conduit a I'oxydation de la lignine non-phenolique par Taction du 

systeme laccase/mediateur en presence d'une source d'oxygene, ce par quoi on obtient 

un melange comprenant de la lignine non-phenolique oxydee. 
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Par « lignine non-phenolique oxydee », on entend une lignine non-phenolique telle 

que definie ci-dessus dans laquelle les fonctions hydroxyle en position benzylique ont ete 

converties selectivement en des fonctions cetone. 

Lors de cette etape, la lignine non-phenolique n'est essentiellement pas 

depolymerisee, c'est-a-dire que cette etape n'affecte pas (ou tres peu) la structure 

polymerique de la lignine, en particulier elle ne rompt pas (ou tres peu) de liaisons C-C. 

Laccase 

Les laccases (EC 1.10.3.2) sont une famille d'enzymes que Ton retrouve dans de 

nombreuses plantes, champignons et micro-organismes. 

In vivo, les laccases ont une activite oxydante et agissent comme catalyseur au 

sein d'un processus d'oxydation enzymatique. 

Les laccases utilisables dans le procede de I'invention peuvent etre issues de 

plantes, de champignons ou de micro-organismes. Les laccases issues de champignons 

incluent notamment les laccases des genres Aspergillus, Neurospora (par exemple 

Crassa Neurospora), Podospora, Botrytis, Collybia, Fomes, Lentinus, Pleurotus, Trametes 

(par exemple Trametes villosa et Trametes versicolor), Rhizoctonia (par exemple 

Rhizoctonia solani), Coprinus (par exemple Coprinus cinereus, Coprinus comatus, 

Coprinus friesii et Coprinus plicatilis), Psathyrella (par exemple Psathyrella condelleana), 

Panaeolus (par exemple Panaeolus papilionaceus), Myceliophthora (par exemple 

Myceliophthora thermophila), Schytalidium (par exemple Schytalidium thermophilum), 

Polyporus (par exemple Polyporus pinsitus), Phlebia (par exemple Radiata phlebia), 

Pycnoporus (par exemple Pycnoporus cinnabarinus) ou Coriolus (par exemple Coriolus 

hirsutus). Les laccases issues de bacteries sont par exemple issues de Bacillus. 

De preference, on utilise une laccase issue de Trametes versicolor, 

commercialisee par Sigma Aldrich. 

Le rapport de la quantite de laccase mise en presence (en mg) sur la quantite 

initiale de lignine non-phenolique presente dans le milieu reactionnel (en grammes) est 

generalement compris entre 0,1/1 et 5/1. 

Dans le cadre de leur utilisation in vitro, pour I'oxydation d'un substrat constitue de 

molecules volumineuses (typiquement de masse moleculaire superieure a 5 000 g/mol), 

les laccases sont generalement associees a un « mediateur redox », qui est un compose 

chimique de petite taille (typiquement de masse moleculaire inferieure a 1 000 g/mol) 

agissant comme un intermediate redox entre les molecules de laccases et les molecules 
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de substrat a oxyder. Les mediateurs redox sont notamment decrits dans Bourbonnais R. 

Appl. Enviro. Microbiol. 1995, 61, 1876-1880. 

Les mediateurs redox sont egalement designes comme des agents de transfert 

d'electrons car ils facilitent le transfert electronique entre les laccases et le substrat a 

oxyder. 

Le principe de la mediation redox est une technologie connue en soi. 

Dans le cadre du traitement de la lignine par des laccases, en I'absence d'un 

mediateur redox, les interactions chimiques entre les laccases, qui sont des proteines de 

grande taille, et les molecules de lignine, qui sont des polymeres de grande taille, seraient 

defavorisees. On ajoute ainsi un mediateur redox afin d'accelerer le processus 

d'oxydation enzymatique catalyse par les laccases. 

Le rapport de la quantite de mediateur redox mis en presence (en mmol) sur la 

quantite de laccase mise en presence (en mg) est generalement compris entre 1/1 et 

1/50. 

De preference, le mediateur redox mis en ceuvre selon le procede de I'invention 

est le 2,2-azino-bis-(3-ethylbenzothiazoline-6-acide sulfonique) (ABTS). 

Ce mediateur est particulierement adapte a I'oxydation de lignine par les laccases. 

Contrairement a d'autres mediateurs redox, tels que I'hydroxybenzotriazole (HOBt) 

qui se degrade rapidement en presence de laccase en perdant son activite de mediateur 

(HOBt devient HBt par perte d'atome d'oxygene), I'ABTS presente une meilleure activite 

en tant que mediateur redox. 

Les mediateurs redox suivants peuvent egalement convenir a la mise en ceuvre de 

I'invention : acide violurique, acide hydroxyanthranilique, le TEMPO, le N-

hydroxyphtelimide (Chakar et al. Can. J. Chem. 82: 344-352 (2004)). 

Source d'oxygene 

Par « source d'oxygene », on entend un reactif apte a regenerer (reoxyder) les 

sites actifs de la laccase intervenant dans le cadre du processus d'oxydation enzymatique 

mentionne ci-dessus, qui fournit in fine de la lignine non-phenolique oxydee a partir de la 

lignine non-phenolique. Par « oxygene », on entend ici le dioxygene (02). 

De preference, la source d'oxygene est un gaz comprenant de I'oxygene, tel I'air 

ou I'oxygene pur. 

A titre de source d'oxygene, on peut citer I'oxygene pur (02), que I'on met en 

presence, par bullage a pression atmospherique ou sous une pression de quelques bars, 

dans le milieu reactionnel comprenant, au debut de I'etape d'oxydation, de la lignine non-
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phenolique, une laccase, un mediateur redox et au moins un solvant. On parvient ainsi a 

saturer avantageusement le milieu reactionnel en oxygene dissout. 

A titre de source d'oxygene, on peut egalement citer I'air ou tout melange de gaz 

enrichi en oxygene. 

Par « mise en presence d'une source d'oxygene », on entend I'introduction de 

ladite source d'oxygene dans le milieu reactionnel du procede de I'invention. Ladite mise 

en presence peut etre effectuee de maniere ponctuelle ou prolongee, de preference 

prolongee, I'objectif recherche etant de saturer le milieu reactionnel en oxygene dissout. 

Alternativement, on peut utiliser, a la place de la source d'oxygene, tout oxydant 

apte a regenerer (reoxyder) les sites actifs de la laccase intervenant dans le processus 

oxydatif enzymatique decrit ci-dessus. 

La premiere etape du procede est avantageusement effectuee dans des 

conditions de pH et de temperature appropriees a la reactivite de la laccase utilisee, c'est-

a-dire dans des conditions de pH et de temperature qui ne denaturent pas les proprietes 

de la laccase. 

De preference, la premiere etape du procede de I'invention est effectuee en milieu 

acide, typiquement dans un tampon a pH = 4. 

De preference, la premiere etape du procede de I'invention est effectuee a une 

temperature comprise entre 20°C et 60°C, de preference autour de 40°C. 

Ces conditions sont particulierement adaptees a la mise en ceuvre de la laccase 

issue de Trametes versicolor. 

On pourra adopter les conditions de pH et de temperature optimales associees au 

type de laccase utilise, ces conditions etant generalement connues pour une laccase 

donnee. 

La premiere etape du procede selon I'invention est effectuee en presence d'au 

moins un solvant. 

Selon un mode de realisation, le solvant est un melange comprenant de I'eau et un 

solvant organique polaire. 

De preference, le solvant est un melange comprenant une solution tampon de pH 

acide (typiquement a pH = 4) et un solvant organique polaire. 

L'utilisation d'un tel melange a titre de solvant a pour avantage de solubiliser la 

lignine non-phenolique ainsi que I'ensemble des reactifs mis en presence. On obtient ainsi 

un melange reactionnel homogene, dans lequel les interactions chimiques sont facilities. 
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Selon ce mode de realisation, le solvant comprend de preference entre 30% et 

70% en volume d'eau, avantageusement entre 40% et 60%, par rapport au volume total 

de solvant. 

Le complement de solvant est typiquement constitue d'un solvant organique 

polaire, de preference suffisamment volatile pour etre separe des produits de 

depolymerisation par evaporation, eventuellement sous pression reduite. 

Le solvant est typiquement un melange d'eau pour solubiliser la laccase et d'un 

ether apte a solubiliser la lignine non-phenolique, comme le dioxane. Un melange 

dioxane/eau (1/1) peut typiquement etre utilise. 

La premiere etape est effectuee selon une dilution telle que pour 1 g de lignine 

non-phenolique, on utilise un volume de solvant compris de 10 mL a 100 mL, de 

preference de 30 mL a 70 mL, typiquement de 50 mL. 

L'homme du metier sera en mesure d'adapter la dilution du milieu reactionnel en 

fonction de la solubilite de la lignine non-phenolique de depart, de la temperature de la 

reaction et/ou de la viscosite du melange reactionnel. 

Etape de depolymerisation 

Les inventeurs ont decouvert qu'en mettant en presence la lignine non-phenolique 

oxydee issue de la premiere etape du procede de I'invention avec un agent oxydant, on 

parvenait a depolymeriser efficacement la structure de la lignine pour obtenir des produits 

de depolymerisation de la lignine. 

Par « agent oxydant », on entend une substance apte a oxyder les especes 

presentes dans le milieu reactionnel. De preference, I'agent oxydant est nucleophile. 

A titre d'agent oxydant nucleophile, on peut citer par exemple les peroxydes, 

comme le peroxyde d'hydrogene (H202) et le peroxyde de benzoyle, ou bien des 

composes tels que 03, KMn04 et Nal04, ou encore tout oxydant nucleophile 

classiquement utilise en chimie organique. 

L'agent oxydant est de preference le peroxyde d'hydrogene (H202). 

Le peroxyde d'hydrogene est typiquement disponible sous forme d'une solution 

aqueuse a 35% massique, ce qui equivaut a une concentration molaire d'environ 10 M. 

De preference, typiquement lorsque l'agent oxydant est le peroxyde d'hydrogene, 

le rapport de la quantite d'agent oxydant mise en presence (en mol) sur la quantite de 

lignine non-phenolique oxydee presente dans le milieu reactionnel (en grammes) est 

compris entre 0,01/1 et 0,02/1. 



WO 2015/078920 PCT/EP2014/075680 

14 
La deuxieme etape du procede a lieu de preference en milieu basique, notamment 

lorsque l'agent oxydant est le peroxyde d'hydrogene. Ainsi, lorsque la premiere etape du 

procede a eu lieu en milieu de pH neutre ou acide, il est alors necessaire de passer en 

milieu basique, et ce, de preference avant de mettre en presence l'agent oxydant. Pour 

passer en milieu basique on peut utiliser toute methode connue en soi, comme I'addition 

d'une une solution aqueuse basique, typiquement de soude, dans le milieu reactionnel. 

Mise en oeuvre du procede 

Une mise en ceuvre typique du procede de I'invention va maintenant etre decrite. 

Les etapes du procede sont typiquement mises en ceuvre I'une a la suite de I'autre 

dans le meme reacteur. 

Alternativement, on peut effectuer ces deux etapes de maniere separee, dans 

deux reacteurs distincts. 

Selon un mode de realisation particulier, dans un reacteur muni d'un systeme de 

chauffage, d'un moyen d'agitation, et eventuellement d'un systeme refrigerant, on introduit 

la lignine non-phenolique et une partie du solvant et on agite jusqu'a dissolution complete. 

On ajoute ensuite une solution de mediateur redox dans une partie du solvant, puis on 

ajoute une solution de laccase dans le reste du solvant. 

On met ensuite en presence la source d'oxygene, de preference de maniere 

continue, typiquement par bullage dans le milieu reactionnel lorsque la source d'oxygene 

est gazeuse. 

La temperature du melange est typiquement maintenue entre 20°C et 60°C, de 

preference autour de 40°C, jusqu'a ce qu'on atteigne I'oxydation totale de la lignine non-

phenolique. A ce stade, la premiere etape du procede est achevee. 

On peut ensuite recuperer la lignine non-phenolique oxydee. 

Alternativement, on peut avantageusement poursuivre le procede en effectuant la 

deuxieme etape dans le meme reacteur. Selon ce mode, on peut se placer en pH basique 

en basifiant si necessaire le milieu reactionnel. 

On peut ensuite additionner l'agent oxydant, de preference de maniere continue, 

typiquement au goutte a goutte, lorsque l'agent oxydant est une solution. 

La temperature du melange est typiquement maintenue superieure a 70°C, 

typiquement autour de 90°C. 

L'avancement de la reaction est suivi par SEC (chromatographie par exclusion 

sterique). 
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On poursuit I'agitation et le chauffage du milieu reactionnel jusqu'a obtenir le degre 

de depolymerisation souhaite. 

Une fois la depolymerisation terminee, les produits de depolymerisation de la 

lignine peuvent etre recuperes, en utilisant les techniques de purification classiques dans 

le domaine, a savoir la filtration, I'extraction, la distillation et/ou la separation par 

chromatographie. Notamment, le solvant peut etre retire par evaporation, eventuellement 

sous pression reduite. 

Le procede de I'invention va maintenant etre illustre au moyen d'exemples et 

d'exemples comparatifs. 

EXEMPLES 

Reactifs 

Liqueur noire (fournie par SMURFIT Kappa) 

Dimethylsulfate (commercialise par Sigma Aldrich) 

Lignine de bagasse de canne a sucre (fournie par SOLVAY) 

2,2-azino-bis-(3-ethylbenzothiazoline-6-acide sulfonique) (ABTS) (commercialise 

par Sigma Aldrich) 

Laccase de Trametes versicolor (commercialise par Sigma Aldrich) 

Tampon acetate (pH = 4 ; 50 mM) 

Peroxyde d'hydrogene (35%) (commercialise par Sigma Aldrich) 

Exemple 1 - Extraction de la lignine Kraft a partir de la liqueur noire 

La lignine Kraft a ete extraite de la liqueur de cuisson (commercialisee par 

SMURFIT KAPPA) par un traitement acide, de fagon a la faire precipiter. Un 

post-traitement a I'ethanol permet d'eliminer les sels de sodium residuels. 

On dissout 800 g de liqueur noire dans 2 L d'eau distillee et le melange est 

lentement acidifie (de pH = 13 a pH = 1,5) a I'aide d'une solution de HCI 6N. Le melange 

est ensuite centrifuge a 4000 rpm pendant 10 minutes, le culot est recupere et a nouveau 

traite avec une solution de HCI a pH = 1,5 et a nouveau centrifuge (refaire 3 fois avec HCI 

a pH = 1,3). On ajoute ensuite de I'ethanol au solide obtenu. Apres filtration, la phase 

ethanol est evaporee et le residu est lave avec une solution de HCI a pH = 1,5 pour 

eliminer les sels residuels. Apres centrifugation, le culot est recupere et lyophilise. On 

obtient 180 g de lignine Kraft. 
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Des 180 g de lignine Kraft ainsi obtenus, on preleve 10 g que I'on dissout dans 

200 mL de tetrahydrofurane (THF). Apres agitation pendant 30 minutes sous ultrasons, le 

melange est filtre pour eliminer le depot solide blanc, insoluble dans le THF. Apres 

evaporation du THF, on obtient 9,2 g d'un solide brun. Ce solide brun est dissout dans 

100 mL de diethylether (Et20). Une fraction reste insoluble dans l'Et20 (8,1 g) et la 

fraction soluble (0,9 g) est analysee par GC-MS apres silylation afin de rendre volatils les 

composes. 

Cette analyse met en evidence la presence de monophenols comme la vanilline 

ou I'acide vanillique et des residus de la degradation des sucres. La fraction insoluble est 

composee de lignine Kraft purifiee, qui peut etre utilisee par la suite pour la methylation et 

le procede de depolymerisation de la presente invention. 

Exemple 2A - Methylation de la lignine Kraft 

On dissout 1 g de lignine Kraft dans 20 mL d'une solution de NaOH a 0,7 M (0,56 

g) et le melange est agite a temperature ambiante pendant 10 minutes, puis 0,8 mL de 

dimethylsulfate ((Me0)2S02) sont lentement additionnes (gouttes a gouttes). L'agitation se 

poursuit pendant 30 minutes a temperature ambiante. Le melange reactionnel est ensuite 

chauffe a 80 °C pendant 4 heures, en ajoutant une solution de NaOH a 0,7 M pour 

homogeneiser le milieu reactionnel (environ 10 mL de NaOH a 0,7 M supplemental sont 

ajoutes). Apres 4 heures de reaction, le melange est ramene a temperature ambiante et 

acidifie a I'aide d'une solution de HCI a 2 M jusqu'a pH = 2. Le brut reactionnel est filtre et 

le solide obtenu est lave a I'eau distillee puis seche par lyophilisation. On obtient 0,874 g 

de lignine methylee. 

Exemple 2B - Methylation de la lignine de bagasse de canne a sucre 

La lignine de bagasse de canne a sucre a ete fournie par SOLVAY a ete utilisee 

sans pretraitement prealable. 

La lignine de bagasse est traitee dans les conditions decrites a I'Exemple 2A. On 

obtient 0,92 g de lignine methylee. 

Exemple 3A - Depolymerisation de lignine methylee (issue de lignine Kraft) 

On dissout 1 g de lignine methylee obtenue a I'Exemple 2A dans 25 mL de 

dioxane et le melange est agite a temperature ambiante jusqu'a dissolution complete. 

Puis, on prepare une solution de 51 mg de 2,2-azino-bis-(3-ethylbenzothiazoline-6-

acide sulfonique) (ABTS) (0,1 mmol) dans 1 mL de tampon acetate (pH = 4 ; 50 mM), que 

I'on ajoute a la solution de lignine methylee. 



WO 2015/078920 PCT/EP2014/075680 

17 
On prepare ensuite une solution de 5 mg de laccase dans 200 mL de tampon 

acetate, on preleve 24 mL de cette solution que I'on additionne lentement au milieu 

contenant la lignine methylee a 40 °C. Apres addition de la laccase, de I'oxygene gazeux 

est introduit dans le melange par bullage pendant 1 heure a 40 °C, en utilisant un ballon 

rempli d'oxygene. 

Apres 22 heures de reaction a 40 °C, on additionne 1 mL d'une solution de NaOH 

a 3 M, puis on additionne lentement 1 mL d'une solution aqueuse de peroxyde 

d'hydrogene (35 %, 10 mmol), le melange etant agite a 90 °C. 

L'avancement de la reaction est suivi par SEC (chromatographie par exclusion 

sterique). L'analyse par SEC est realisee en utilisant trois colonnes de type TSK-gel (3000 

PW, 4000 PW, 3000 PW) couplees en serie, avec 1 M d'hydroxyde sodium jusqu'a 

pH = 12 et NaN3 (3 %) dans de I'eau osmosee comme eluant. Le debit est de 1 mL/min et 

la detection se fait par UV a une longueur d'onde de 280 nm. 

La premiere etape de la reaction (action du systeme laccase/ABTS) conduit a une 

faible depolymerisation. La deuxieme etape (action du peroxyde d'hydrogene) conduit a 

une forte depolymerisation, avec la formation de molecules de faible masse moleculaire 

qui ont ete isolees et identifies. 

Apres 40 heures de reaction, le melange est ramene a pH = 6-7 a I'aide d'une 

solution de HCI 1 N et le brut reactionnel est extrait avec du dichloromethane (3x50 mL). 

Apres sechage de la phase organique sur sulfate de sodium (Na2S04) et evaporation des 

solvants volatils, on purifie le brut par chromatographie flash (avec comme eluant: 

dichloromethane/methanol 99/1 a 90/10). 

On a ainsi isole 30 mg d'acide 3,4-dimethoxybenzoi'que a partir de 1 g de lignine 

methylee obtenue a I'Exemple 2A. 

Exemple comparatif 1 

A titre de comparaison, on a soumis la lignine Kraft purifiee obtenue a I'Exemple 1 

a Taction du systeme laccase/ABTS, en appliquant directement les conditions 

reactionnelles decrites a I'Exemple 3A (c'est-a-dire sans effectuer de methylation de la 

lignine). 
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L'avancement de la reaction est suivi par SEC (conditions decrites ci-dessus) : 

t (heures) Mp Mn Mw 
0 661 902 1326 

2 842 1254 1662 

73 905 1036 1821 
Mp: pic de poids moleculaire, en g/mol 

Mn : masse moleculaire moyenne en nombre, en g/mol 

Mw : masse moleculaire moyenne en masse, en g/mol 

On observe que la masse moleculaire moyenne des especes en presence 

augmente avec la duree de reaction. 

Ainsi, lorsque Taction du systeme laccase/ABTS est realisee sur de la lignine Kraft 

non-methylee, on n'observe pas de depolymerisation, mais au contraire une 

augmentation de la masse moleculaire de la lignine. 

Exemple 3B - Depolymerisation de lignine methylee (issue de lignine de bagasse) 

On a traite la lignine methylee obtenue a I'Exemple 2B en appliquant les conditions 

reactionnelles decrites a I'Exemple 3A (Taction de la laccase est prolongee pendant 65 

heures, apres quoi on additionne le peroxyde d'hydrogene). 

L'avancement de la reaction est suivi par SEC (conditions decrites ci-dessus) : 

t(heures) Mp Mn Mw 
0 5054 1414 10245 

2 4806 759 8681 

65 3555 269 6857 

70 2443 1601 4907 

80 1525 130 2112 

La premiere etape de la reaction (laccase/ABTS) conduit a une faible 

depolymerisation. La deuxieme etape (addition du peroxyde d'hydrogene a t = 65 h) 

conduit a la depolymerisation avec la production de phenols de faible masse moleculaire 

qui n'ont pas ete isoles et identifies. 

Exemple comparatif 2 

A titre de comparaison, on a soumis la lignine de bagasse a Taction du systeme 

laccase/ABTS, en appliquant directement les conditions reactionnelles decrites a 

I'Exemple 3A (c'est-a-dire sans effectuer de methylation de la lignine). 
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L'avancement de la reaction est suivi par SEC (conditions decrites ci-dessus) : 

t(heures) Mp Mn Mw 
0 2254 145 4957 

1 4048 417 8245 

24 9242 4282 17329 

On observe que a masse moleculaire moyenne des especes en presence 

augmente avec la duree de reaction. 

Ainsi, lorsque Taction du systeme laccase/ABTS est realisee sur de la lignine de 

bagasse non-methylee, on n'observe pas de depolymerisation, mais au contraire une 

augmentation de la masse moleculaire de la lignine. 

Exemple comparatif 3 

A titre de comparaison, on a soumis la lignine methylee obtenue a I'Exemple 2B a 

Taction du peroxyde d'hydrogene en milieu basique, sans la soumettre a Taction du 

svsteme laccase/ABTS auparavant. 

On dissout 1 g de lignine methylee obtenue a I'Exemple 2B dans 25 mL de 

dioxane et le melange est agite a temperature ambiante jusqu'a dissolution complete. 

Puis, 25 mL d'eau osmosee sont ajoutes au melange. 

On additionne 1 mL d'une solution de NaOH a 3 M, puis on additionne lentement 1 

mL d'une solution aqueuse de peroxyde d'hydrogene (35 %, 10 mmol), le melange etant 
agite a 90 °C. 

L'avancement de la reaction est suivi par SEC (conditions decrites ci-dessus) : 

t (heures) Mp Mn Mw 
0 5054 1414 10245 

5 2541 404 4651 

15 2394 153 4725 

On observe une depolymerisation de la lignine methylee moins importante que 

lorsqu'elle est traitee au prealable par Taction du systeme laccase/ABTS. 

Sans vouloir etre lie a une theorie particuliere, cette depolymerisation partielle 

s'explique par le fait que, dans la lignine (et done dans la lignine methylee), un certain 

pourcentage de fonctions hydroxyles destinees a etre oxydees par la mise en presence 

du systeme laccase/mediateur sont deja a I'etat oxyde, c'est-a-dire sous forme de 

cetones. La rupture oxydante des liaisons C-C au voisinage de ces fonctions cetones 

provoque une depolymerisation partielle. 
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Cet exemple montre neanmoins que la premiere etape du procede est necessaire 

pour optimiser Taction depolymerisante du peroxyde d'hydrogene. 

L'analyse comparative des lignines de bagasse obtenues a Tissue des Exemples 

5 2B, 3B et a Tissue de I'Exemple comparatif 3 met en evidence que la fragmentation de la 

lignine est la plus efficace lorsque Ton soumet successivement la lignine methylee a 

Taction du systeme laccase/ABTS puis a Taction du peroxyde d'hydrogene : 

Lignine de I'Exemple 2B, non depolymerisee Mlig = 10245 

Lignine de I'Exemple 3B, traitee avec laccase+H202 Mw = 2112 

Lignine de I'Exemple comparatif 3, traitee avec H202 Mw = 4725 



WO 2015/078920 PCT/EP2014/075680 

21 

REVENDICATIONS 

1. Procede de depolymerisation de la lignine, comprenant: 

- une etape d'oxydation de lignine non-phenolique par mise en presence, 

dans au moins un solvant, de lignine non-phenolique, de laccase, d'un 

mediateur redox et d'une source d'oxygene, ce par quoi on obtient un 

melange comprenant de la lignine oxydee, et 

- une etape de depolymerisation de la lignine oxydee ainsi obtenue, par 

addition d'un agent oxydant, 

ladite lignine non-phenolique etant obtenue a partir de lignine phenolique 

par fonctionnalisation de fonctions phenol de ladite lignine phenolique. 

2. Procede selon la revendication 1, dans lequel la lignine non-phenolique est 

de la lignine alkylee. 

3. Procede selon I'une quelconque des revendications 1 ou 2, dans lequel la 

lignine non-phenolique est de la lignine methylee. 

4. Procede selon la revendication 3, dans lequel la lignine methylee est 

obtenue par mise en presence, dans une solution aqueuse basique, de 

lignine phenolique et d'un agent methylant. 

5. Procede selon la revendication 4, dans lequel l'agent methylant est le 

dimethylsulfate. 

6. Procede selon I'une quelconque des revendications 1 a 5, dans lequel la 

source d'oxygene est I'oxygene pur ou I'air. 

7. Procede selon I'une quelconque des revendications 1 a 6, dans lequel le 

mediateur redox est le 2,2-azino-bis-(3-ethylbenzothiazoline-6-acide 

sulfonique). 

8. Procede selon I'une quelconque des revendications 1 a 7, dans lequel 

l'agent oxydant est le peroxyde d'hydrogene. 
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9. Procede selon I'une quelconque des revendications 1 a 8, dans lequel 

I'etape d'oxydation est realisee en milieu basique. 

10. Procede selon I'une quelconque des revendications 1 a 9, dans lequel la 

lignine non-phenolique est issue de la fonctionnalisation de fonctions 

phenol de lignine Kraft ou de la lignine de bagasse de canne a sucre. 


