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Orienter les industries vers 1’utilisation des maticres premieres végétales renouvelables
constitue un enjeu majeur. Les ressources végétales offrent de nouvelles stratégies dans le
domaine des énergies et matériaux renouvelables en apportant une solution originale face aux
risques €cologiques et en permettant de diminuer ’effet de serre et la pollution. Elle laisse
envisager de nouveaux débouchés pour les filieres agricoles ou foresticres. En effet, les
matériaux naturels lignocellulosiques sont constitués de nombreuses molécules différentes

qui, jusqu’a présent, ont été relativement peu valorisées.

Parmi les biomasses lignocellulosiques, le Miscanthus x Giganteus (MxG) a attiré une
grande attention en Europe notamment en France depuis une vingtaine d’années. La recherche
sur le miscanthus a commencé en 1983 au Danemark ou ont été plantés les premiers
Miscanthus x giganteus, espéce stérile et trés productive. L’étude de cette plante s’est
développée un peu partout en Europe de 1’Ouest notamment en Allemagne et en Grande
Bretagne. Ce roseau de Chine ou herbe a éléphant, originaire de I’Est de 1’Asie, est une
variété de Miscanthus issue de I’hybridation entre le miscanthus sinensis et le miscanthus

sacchariflorus. C’est une graminée pérenne et non alimentaire dont la durée de vie est estimée

a une quinzaine d’années.

Figure 1. Photographie d’un champs de MxG au lycée agricole de Courcelles-Chaussy, Metz, France
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Cette plante se développe a partir de rhizomes: un systéme racinaire capable
d'engendrer de nouvelles pousses. C’est une espéce non invasive dont le métabolisme
photosynthétique est de type C4 (photorespiration nulle ou tres faible). La culture de cette
plante ne présente pas de risque de propagation incontrélée ou d’envahissement des sites
naturels. Elle posséde une forte résistance aux parasites et maladies et ne nécessite pas donc
I’utilisation de pesticide et d’engrais chimique. La production de biomasse a partir de sa 3™
année d’implantation est de I’ordre de 15 a 25 tonnes de matiere seche par hectare. La tige du
miscanthus est composée d’environ 75 a 80 % d’holocellulose et de 25 a 30 % de lignine. Le
Miscanthus x Giganteus pourrait donc constituer une ressource intéressante en

polysaccharides (cellulose et hémicelluloses : majoritairement les xylanes) et en lignine (voir

figure 2).

Fibres de cellulose

Figure 2. Représentation schématique des composants de la paroi cellulaire végétale des biomasses
lignocellulosiques (Shleser, 1994)

D’une fagon générale, la cellulose est un polymere régulier du glucose, de formule
(C6H10Os),. C’est le biopolymere le plus abondant sur la planéte, représentant plus de la
moitié de la biomasse terrestre. On estime que la nature produit entre 10'® et 10'' tonnes de
cellulose chaque année constituant a elle seule 50% de la masse végétale [Robert et Roland
1998, Hon 1994]. C’est un homopolysaccharide linéaire constitué d’unités D-glucopyranose
reliées par des liaisons PB(1-4). L’unité de répétition, le cellobiose, est constituée de deux

motifs de glucose orientés a 180° 1’un par rapport a [’autre autour de la liaison glycosidique
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C1-O-C4 (voir figure 3). La réunion de plusieurs de ces macromolécules linéaires, paralléles,
forme une fibrille, dont la cohésion est assurée par les liaisons hydrogéne qui s'établissent
d'une macromolécule a une autre, a partir des groupements hydroxyles. Dans la nature, les
chaines de cellulose ont un degré de polymérisation (DP) moyen d'environ 10000 unités
glucopyranose dans le bois et 15000 dans le coton [Sjostrom 1993]. Les deux extrémités de
la molécule (figure 3) ont une fonctionnalité chimique différente : une extrémité non-
réductrice en position C4 et une extrémité réductrice en position C1 (fonction hémiacétale de

I’alcool secondaire terminal).

Cellobiose
-
(HZ0H OH OH CH,OH
HO™ Q Jio o Q
o & HO
OH CH,OH CH,OH OH
L Jn

'
Anhydroglucopyranose

Figure 3. Structure chimique de la cellulose

Les hémicelluloses sont des hétéropolysaccharides qui sont également des matériaux
de support des parois. Ils sont constitués par des sucres en C6 : les hexoses (CsH206) et en
C5 les pentoses (CsH;9Os). Assez hydrolysables par les acides [Sjostrom 1993], par rapport a
la cellulose, les hémicelluloses ne contiennent pas que des unités glucose mais elles sont
constituées par cinq sucres monomeres principaux (figure 4) : Le L-arabinose, le D-glucose,
le D-xylose, le D-mannose, le D-galactose [Sun et al. 1996]. A cause de cette hétérogénéité
de leurs constituants chimiques, les hémicelluloses, dans leur état natif, sont de nature
amorphe non cristallisable et sont des polymeres ramifiés de faible poids moléculaire (avec un
degré de polymérisation entre 80 et 200) ce qui rend leur hydrolyse relativement plus facile

que celle de la cellulose.

OH
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H H g OH ooH
H o OHp OHp H o
HO HO HO H
HO OH H OH HO H HO H
OH H H H H OH
H H OH H H OH H OH

D-Xylose D-Arabinose D-Mannose D-Galactose

Figure 4. Principaux glucides constituant les hémicelluloses

La lignine est un polymere pariétal qui constitue la partie non glucidique la plus
importante et représente le deuxiéme constituant le plus abondant dans le végétal. C’est un
polymeére complexe de nature principalement polyphénolique de haut poids moléculaire et
dont la structure tridimensionnelle complexe n’est pas connue de fagon trés exacte [Sarkanen
et Ludwig 1971, Argyropoulos et Menachem 1998]. Les lignines sont difficilement
dégradées, trés résistantes a de nombreux agents chimiques et biochimiques. De fagon
générale, la structure de la lignine naturelle dépend de l'origine botanique, de 1'age de la
plante, du type de tissu, des cellules et des couches pariétales dans lesquelles elle se trouve
[He et Terashima 1991]. Cette forte variabilité naturelle associée aux variations relevant des
méthodes d'analyse rend difficile la présentation de la structure de cette derniere. Différentes
¢tudes ont montré que la structure de la lignine résulte de la copolymérisation de trois
monomeres aromatiques de type phénylpropéne [Anvar et Mazza 2008-voir figure 5] : 1.
I’alcool coumarylique (unité hydroxyphenyle), 2. ’alcool coniférylique (unité guaiacyle) et 3.

l'alcool sinapylique (unité syringyle), que I’on désigne sous le terme général de monolignols.

1. R1:R2:H
2. RIZOCH3; R2:H
3. R1:R2:OCH3

Figure 5. Structure des monolignols de la lignine dans les plantes herbacées
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Le concept de bioraffinerie, né dans les années 1980, rencontre un regain d’intérét face
aux nouvelles préoccupations environnementales et aux évolutions du prix des ressources
fossiles. Il repose sur le modele de la raffinerie pétroliere qui utilise du pétrole brut, pour
fabriquer des carburants et des produits dérivés variés. De la méme fagon, ce concept consiste
a fractionner la plante puis a purifier et transformer les différents éléments afin d’obtenir des
produits aux usages divers dans les domaines énergétique (biocarburants), non énergétique
(polymeres, tensioactifs, solvants, agromatériaux...) et agroalimentaire (secteur le plus

traditionnel jusqu’a aujourd’hui).

L’utilisation des trois biopolymeres décrits précédemment nécessite une étape de
prétraitement visant a les extraire et les séparer. Plusieurs types de traitements physiques et/ou
chimiques pour la conversion et la valorisation de la biomasse ont été proposés : explosion a
la vapeur [Glasser et al. 1998, Ballesteros et al. 2006], traitement a l'acide sulfurique
[Lioyd et al. 2005, Willfoer et al. 2005], au dioxyde de soufre [Boussaid et al 2000,
Soderstroem et al. 2005], aux solvants organiques [Hasegawa et al. 2004, Pan et al. 2006],
au dioxyde de carbone, a 1'ammoniac [Foster et al. 2001] et & ’hydroxyde de sodium/
peroxyde d'hydrogéne [Chang et al. 1998]. Ces technologies peuvent donner de bons
résultats en termes de conversion des sucres, mais une utilisation optimale de tous les

composants y compris des composés non saccharidiques constitue un des objectifs principaux.

Dans ce contexte, parmi les diverses méthodes de prétraitement actuellement étudiées,
le traitement Organosolv semble étre trés prometteur puisqu’il produit non seulement un
résidu cellulosique potentiellement utilisable pour la production de bioéthanol mais aussi une
grande quantité¢ de lignine relativement pure, peu dégradée et peu condensée et qui pourrait

avoir de nouvelles utilités dans le monde industriel.

Récemment au niveau de notre laboratoire, Brosse et al. 2009 ont montré qu’un
procédé en deux étapes :

1. Prétraitement par acide sulfurique

2. Traitement organosolv ; ne permet pas seulement une meilleure délignification et
un rendement en sucre en phase aqueuse ¢levé mais aussi I’obtention d’un résidu cellulosique

facilement hydrolysable en glucose.
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Il est aussi intéressant d’optimiser un autre traitement en deux étapes dont la premiere
consiste en I’utilisation d’un procédé d’autohydrolyse ou d’une hydrolyse enzymatique en
utilisant I’eau seule pour la phase aqueuse. Ce sont des procédés verts et respectueux de

I’environnement.

C’est dans ce cadre que se situe la présente theése qui vise a appliquer le principe de la

bioraffinerie sur le Miscanthus x Giganteus. Nous proposons de la présenter en 4 chapitres :

-Le 1* chapitre décrit une étude sur la composition et la structure chimique du Miscanthus x

Giganteus (MxG).

- Le 2°™ chapitre concerne 1’optimisation du traitement organosolv, I’extraction de la lignine

organosolv et 1’étude de I’impact de la séverité du traitement sur sa structure.

- Le chapitre 3 est consacré a I’étude d’un prétraitement en 2 étapes : un prétraitement par

autohydrolyse, puis un traitement organosolv réalisé avec des conditions tres douces.

- Le chapitre 4 propose des applications de la lignine isolée dans le domaine des adhésifs verts

et des antioxydants.
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Chapitre 1. Composition et structure chimique
du Miscanthus x Giganteus (MxG)



Chapitre I. Composition et structure chimique du Miscanthus x Giganteus

I.1. Introduction

Le Miscanthus x Giganteus est une biomasse lignocellulosique dont les
caractéristiques générales ont été décrites dans 1’introduction et peut étre considérée comme
source de matiere premiere dans le domaine des énergies et matériaux renouvelables. Sa
composition pouvant varier assez fortement en fonction de la source [Ligero et al 2005,
Daiyong et al. 2005, De Vrije et al. 2000, Serensen et al. 2008], il est nécessaire de
déterminer la composition chimique du miscanthus utilis€¢ en déterminant le pourcentage en
polysacharides et en lignine. Pour cela, il existe dans la littérature des méthodes de dosage ou
techniques d’analyse normalisées (Tappi T-249) permettant la détermination et la
quantification du taux de sucre (dosage analytique), de la lignine de Klason et la lignine

soluble (dosage pondérale et spectroscopique).

Le terme lignine est un terme générique qui désigne un ensemble de substances de
haut poids moléculaire, de nature non glucidique et de constitution encore mal connue. La
lignine n’existe pas seule comme un polymere indépendant dans la nature mais elle est reliée
avec d’autres polymeres (la cellulose et les hémicelluloses) qui forment ensemble un
complexe polymérique. La lignine est souvent associée avec les hémicelluloses par des
liaisons covalentes [Sarkanen et Ludwig 1971]. Le complexe lignine-sucres des plantes
herbacées a une structure différente de la lignine qui se trouve dans le matériau bois et
contient des liaisons féruliques qui la relient aux sucres (arabinoxylanes) via des liaisons
esters d’acide férulique [Himmelsbach 1993]. Néanmoins, la lignine est nommée comme un
complexe de lignine/phénoliques-sucres ou 1’acide férulique est attaché a la lignine via des
liaisons éthers et aux sucres via des liaisons esters (figure 1 [Sun et al 1997]). Il semble
maintenant admis que ce polymere tridimensionnel provient de la copolymérisation de trois
alcools phénylpropénoiques (alcools coumarylique, coniférylique et sinapylique)

[Freudefnberg 1965 et Monties 1980].
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Fragment sucres

O O—
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0]
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OMe

L — O ]

Fragment de lignine

Figure 6. Complexes lignine-sucres représentés par Sun et al. 1997

Des études sur la structure de lignine ont montré que contrairement a la lignine du
bois, la lignine des herbacées peut naturellement contenir des groupements acétylés en
présence d’acide p-coumarylique qui est présent sur la position y des chaines latérales de la
lignine [Shimada et al. 1971, Nakamura et Higuchi 1976]. Des études récentes ont montré
que la lignine de mais, de blé et d’autres herbacées est acétylée exclusivement a la position y
sur les motifs syringyles [Crestini et Argyropoulos 1997, Ralph et al. 1999]. Malgr¢ toutes
ces ¢tudes, la structure de la lignine dans son état natif reste toujours mal connue. Différentes
méthodes sont présentées dans la littérature pour I’extraction de la lignine. Il existe des
méthodes hydrothermiques, chimiques et enzymatiques. Parmi ces méthodes, 1’extraction de
la lignine de bois broyé (MWL) par traitement chimique doux en utilisant le mélange
dioxane-eau comme solvant peut nous permettre d’extraire une lignine qui sera la plus proche

de son état natif.

Lorsque nous avons débuté ce travail, la lignine de MxG n’avait jamais été décrite

dans la littérature d’ou I’'intérét de sa caractérisation.

En ce qui concerne la cellulose, c’est une macromolécule a trés longue chaine

stéréoréguliere formée de maillons de glucose. Le nombre de ces maillons ou degré de

10
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polymérisation varie suivant 'origine de la cellulose. La cellulose existe dans plusieurs états
polymorphiques. Pendant de nombreuses années, la cellulose native a suscité 1’intérét d’une
large communauté de chercheurs qui cherchait a élucider sa structure cristalline [Meyer et
Misch 1937, Honjo et Watanabe 1958, Sarko et Muggli 1974]. La cellulose existe sous la
forme de six allomorphes appelés I, 11, III;, IIIy;, IV et IV avec la possibilité pour certains
d’entre eux de conversion allomorphique [Chanzy et al. 1979, Isogai 1994, Helbert ef al.
1997]. L’allomorphe I correspond a la cellulose native fibrillaire. Les autres formes sont
obtenues par conversion du type I lors de traitements chimiques ou thermiques. Par des
expériences de RMN du solide avec polarisation croisée (°C CP/MAS), Atalla et
VanderHart (1984) ont proposé que la cellulose de type I ait une structure composite
contenant deux formes cristallines : une phase triclinique Ia a une chaine par maille et une
phase monoclinique I a deux chaines par maille. Cette description a été confirmée par des
expériences de diffraction électronique sur de la cellulose de paroi cellulaire d’algues
[Sugiyama ez al. 1991], puis simulée numériquement [Vietor ez al. 2000]. La proportion des

deux allomorphes Ia et If varie selon I'origine de la cellulose.

Ce chapitre est consacré a la détermination de la composition chimique et a la
caractérisation des polymeres de lignine et de cellulose du MxG. Dans un premier temps, nous
nous sommes intéressés a sa composition chimique en suces et composés phénoliques en
utilisant des techniques d’analyse normalisées (Tappi T-249). Dans un second temps, une
étude physicochimique a été effectuée sur la structure de la lignine de bois broyé (MWL) et

de la cellulose extraite a partir de la biomasse.

11
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I.2. Composition du MxG
1.2.1. Composition chimique

La composition de la biomasse a été réalisée par 1’analyse des sucres et de la lignine
de Klason selon la procédure « laboratory analytical procedure » (LAP) décrite par le
« National Renewable Energy Laboratory » (NREL). Cette méthode normalisée Tappi-249
consiste en une hydrolyse totale des sucres (cellulose et hémicelluloses) par ’acide sulfurique
a 72 % suivie par des dosages pondéraux de la lignine et analyses des sucres en phase
aqueuse. Les teneurs en lignine de Klason, en cellulose, en hémicelluloses, en extractibles et
en cendres ont ¢été¢ déterminées. Le tableau 1 donne la composition massique du MxG utilisé

tout au long de cette étude.

Tableau 1. Composition de Miscanthus

Glucose | Xylose | Arabinose | Galactose | Mannose | Lignine de | Lignine | Extractible | Cendre
(%) (%) (%) (%) (%) Klason (%) | soluble | (%) (%)
(%)
45 22,5 2,3 0,41 0,16 26 0,48 1,02 2,8
+0,6 +0,5 +0.04 +0,03 +0,01 +0,5 +0,02 +0,07 +0,2

Les sucres représentent plus de 70 % de la plante enticre et la lignine 26 %. La
composition de différents lots de Miscanthus décrits précédemment dans la littérature est
¢galement donnée pour comparaison dans le tableau 2 ci-dessous. Le MXG utilisé dans cette
étude a une teneur comparable en lignine de Klason et en sucres trouvés ou signalés dans la

littérature.

Tableau 2. Composition massique de MxG signalée dans la littérature

Constituants % Ligero et al. Ye et al. De Vrije et al. Sorensen et al.
(2005) (2005) (2000) (2008)

Cendres 0,4 0,7 2 5,9

Extractibles

Celluloses 64,5 72,5 38,2 40

Hémicelluloses 24,3 18

Lignine de Klason | 23,5 19,9 24,1 25

Xylanes 19 25

12
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1.2.2. Extraction et analyses des extractibles du MxG

L’isolement des extractibles du MxG a été réalisé par un extracteur soxhlet et en
utilisant le chlorométhane comme solvant. Les extractibles isolés a partir de la matiere
premiére utilisée dans notre étude ont été récupérés apres évaporation du solvant. Les résultats
de caractérisation de la teneur en mati¢re seche des extractibles par analyse GC-MS de la
matiere premiere utilisée dans notre ¢tude sont présentés dans le tableau 3. Les résultats
montrent que les extractibles sont principalement composés de stérols et d’acides gras (avec

une teneur élevée en acide octacosanoique).

Tres récemment et paralleélement a notre étude, Villaverde et al. (2009) ont décrit la
composition chimique d’extraits lipophiles de 1'écorce et le corps de la tige de Miscanthus x
giganteus. Méme si les résultats décrits pas ces auteurs sont relativement proches de ceux
rapportés dans le tableau 3, quelques différences ont été relevées : dans le cadre de notre
¢tude, des quantités inférieures en composés aromatiques et supérieures en alcools gras et en

stérols (du sitostérol et du stigmastérol) ont été observées.

Tableau 3. Analyse des extractibles par GC-MS

Composés mg/100 g
Lignine

Vanilline 9,07
Acide vanillique 2,09
Acide cinnamique p-Hydroxyle 3,90
Acide Férulique 1,78
Acide gras

C14:COOH 5,50
C15:COOH 3,74
C16:COOH 69,85
Acide oléique 22,43
Acide linolénique 42,14
C18:COOH 12,47
C19:COOH 1,87
C20:COOH 12,88
C21:COOH 0,00
C22:COOH 9,75
C23:COOH 11,74
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C24:COOH 12,21
C28:COOH 23,49
Acide résiniques

Acid Abiétique 2,04
Alcanols

C22:0H 0,80
C24:0H 3,69
C26:0H 7,99
C28:0H 71,65
Glycérides

1-Mono oléoyl glycérol 5,22
Stérols

Cholest-5-en-24-one 23,49
Stigmastérol 42,98
Sitostérol 77,30
stigmast-4-en-3-one 19,95

1.2.3. Analyse de la paille du MxG par résonnance magnétique nucléaire du carbone 13

Le spectre obtenu par analyse RMN °C du solide est représenté sur la figure 7. Les
signaux ont été attribués en fonction des données de la littérature [Jair et al. 2001, Locci et

al. 2008, Gilardi et al. 1995] et sont rassemblés dans le tableau 4:

Tableau 4. Attribution des pics du spectre RMN "C solide de la paille de MxG

Assimilation

v

E
o
=2
o

C=0 de la lignine et des hémicelluloses

C aromatique de la lignine

C1 des hémicelluloses et de la cellulose

C4 de la cellulose cristalline

C4 de la cellulose amorphe

C2, C3, C5 des hémicelluloses et de la cellulose

C6 de la cellulose

Groupements méthoxy (OMe) de la lignine et des hémicelluloses

I QT m gl w o

Motifs méthylique des groupements acétates de la lignine et des hémicelluloses
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Chapitre I. Composition et structure chimique du Miscanthus x Giganteus

D’aprés ce spectre, on observe distinctement les signaux représentatifs des
hémicelluloses, de la lignine et de la cellulose. Ce spectre correspond a une matiere premiere

lignocellulosique et il est semblable a d’autres spectres de la littérature [Jair et al. 2001,

Locci et al. 2008, Gilardi et al. 1995].
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Figure 7. Spectre RMN "C du solide de la paille de MxG natif
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I.3. Caractérisation de la lignine de bois broyé (MWL) du MxG

La lignine de bois broyé a été extraite en utilisant le dioxane-eau comme solvant (voir

partie expérimentale) suivie d’une caractérisation physico-chimique apres purification.

1.3.1. Analyse élémentaire

Les compositions élémentaires en carbone, hydrogene, azote et oxygene de la MWL
de MxG ont été déterminées. Elles sont respectivement : carbone 63,5 %, hydrogene 5,7 %,
oxygene 29,2 % et azote 0,2 %. La formule moyenne C9 calculée a partir de la composition

¢lémentaire est alors CoHg O3 ;.

1.3.2 Analyse spectroscopique
1.3.2.1 Analyse par RMN du carbone *C

Le spectre RMN °C quantitatif de la MWL du MxG est représenté sur la figure 9. 11
est assez similaire aux spectres des biomasses herbacées précédemment décrits [Buranov et
Mazza 1998, Jahan et al. 2007]. L'absence de signaux entre 90 et 102 ppm indique une
faible concentration en sucres résiduels dans cette lignine. L’intégration de la zone & 160-102
ppm a été fixée comme référence et est assimilée a 6,12 carbones aromatiques qui
représentent ainsi les 6 carbones aromatiques avec une contribution de 0,12 liée aux chaines
latérales insaturées des groupements coniféryliques et coumaryliques [Holtman et al. 2004].
Par conséquence, les valeurs des intégrales sont exprimées par groupement aromatique. Le
tableau en annexe 1 rassemble les attributions des signaux du spectre ainsi que la
quantification de certains d’entre eux. Un petit pic d'un aldéhyde cinnamique (0,02/Ar, voir
figure 8) a été observé a 194 ppm. Dans la région des carbones aromatiques entre 103 et 162
ppm, les unités guaiacyle (G) produisent des signaux a 150,5-149,5 ppm (C-3 éthérifiés), 148-
147 ppm (C-4 éthérifiés), 146 ppm (C-3 non éthérifiés), 135,5 (C-1), 119,5 ppm (C-6) et 113-
111 ppm (C-2). Les unités syringyle(S) ont été détectées par des signaux a 154-152 ppm (C-3
C-5 éthérifiés) et 148 ppm (C-3 C-5 non éthérifiés), 138,5 ppm (C-4), 134 (C-1), 105-104
ppm (C-2 C-6). Les unités résiduelles p-hydroxyphenyle (H) ont été détectées par la présence
de faibles signaux a 128 et 158 ppm ce qui confirme que la lignine peut étre considérée
comme une lignine GSH d’herbacés [Xu et al 2006]. Le ratio guaiacyle / syringyle / p-
hydroxyphenyle (G/S/H) a été estimé a ~ 52 % / ~ 44 % / ~ 4 % en se basant sur le nombre de
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carbones C-2 par cycle aromatique de 1'unité guaiacyle, C-2/C-6 de I’unité syringyle et C-4 de
I’unité p-hydroxyphenyle.

Figure 8. Représentation de ’aldéhyde cinnamique
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Figure 9. Spectre de RMN C de la MWL de MxG

Les liaisons B-O-4 qui constituent les principales liaisons inter-monomériques de la
lignine ont été détectées par la présence des signaux a 86,5 ppm, 73 ppm et 61 ppm qui
correspondent respectivement a CP, Ca et Cy (voir figure 11). Selon Capanema et al. (2005),
il est possible d'estimer la quantité totale des liaisons B-O-4 a partir de l'intégrale 88-82,5 ppm
(0,45/Ar qui comprend également les liaisons -5 et B-f, voir figure 10) a partir de laquelle on
soustrait l'intégrale a 54-53 ppm. Par conséquent, la quantité de liaison -O-4 est alors estimée

a 0,41/Ar.
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Figure 10. Représentation des liaisons B-O-4, B-p et B-5 de la lignine

Le signal a 64 ppm est attribué a la liaison Cy avec Co= 0. Cette oxydation de chaine
latérale pourrait provenir du processus d'extraction par broyage fin ce qui réduit le degré de
polymérisation de la lignine via un clivage homolytique, qui résulte de la formation de
radicaux libres sur la chaine latérale qui réagissent avec l'oxygeéne dans des conditions
aérobiques [Xu et al. 2008]. La présence de motifs acides coumariques estérifiés est
clairement démontrée comme habituellement dans les plantes monocotylédones par des
signaux forts a 167 ppm, 161 ppm, 130,5 ppm, 125,5 ppm et 116 ppm (attribués
respectivement aux carbones aromatiques C-O et C-4, C-2 et C-6, C-1, C-3 et C-5). La
quantité des résidus p-coumaryliques déterminée par intégration a été estimée a environ
0,1/Ar. La présence de p-coumaryle sur la position y de la chaine latérale de la lignine pourrait
également contribuer a ce signal a 64 ppm [Crestini et Argyropoulos 1997] (voir figure 10).
Des exemples de lignines herbacées coumarylées en position y ont été décrits dans la

littérature par des études RMN [Buranov et Mazza 1998, Crestini et Argyropoulos 1997].

HO

Figure 11. Représentation d’un fragment coumarylique de la lignine en position y
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1.3.2.2 Analyse par RMN du phosphore p

La MWL du MxG a été analysée quantitativement par RMN du phosphore selon la
méthode décrite par Granata et Argyropoulos (1995); un échantillon de lignine est dissout
dans un mélange chloroforme deutéré pyridine ; il est ensuite phosphorylée par du 2-chloro-
4,4,5,5-tetramethyl-1,2,3-dioxaphospholane (TMDP) en présence de cyclohexanol utilisé

comme référence interne (RI) « voir figure 12 ».

OCH;4 0 OCH;,4
‘ \ CDCI
- 3 .
+ /P I pridine. Pyridine
OH 0

Lignine TMDP Lignine phosphorylée

Figure 12. Mécanisme de phosphorylation de la lignine par le TMDP

Le spectre obtenu est représenté sur la Figure 13. La concentration de chaque
groupement fonctionnel hydroxyle (en mmol.g”) a été calculée sur la base des hydroxyles
contenus dans la référence interne (le cyclohexanol) et I’intégration de son pic (145 ppm). Le
nombre de groupements fonctionnels par unité C9 (group/C9) a été calculé en se référant a
l'analyse élémentaire effectuée sur la MWL (Voir annexe 2).

ArOH
N

R-OH r

Cyclohexanol [

Figure 13. Spectre de RMN 3P de la MWL de MxG
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Le spectre RMN de la MWL (Figure 13) montre la présence des unités guaiacyles
0,11/C9, de groupements hydroxyles aliphatiques 0,67/C9, de faibles quantités de
groupements syringyles 0,04/C9 et un signal fin a 138,2 ppm attribué aux groupements p-
hydroxyphenyle 0,11/C9 (voir tableau en annexe 2). Ce signal peut étre principalement
attribué aux groupements esters p-coumarique porteur dun hydroxyle phénolique libre,
comme décrit dans la littérature [Granata et Argyropoulos 1995]. La quantification de ce
signal confirme une méme quantité en résidus p-coumarylique estimée précédemment par la

courbe d’intégration du spectre RMN "*C précédemment décrit (~ 0,1/Aryle).

1.3.2.3 Analyse de la MWL par spectroscopie UV-Visible

La mesure d'absorption UV-Visible (figure 14) a ¢été réalisée en utilisant le
p-dioxane/eau comme solvant pour une longueur d’onde comprise entre 255 et 330 nm. Cette
fraction de la lignine montre un spectre typique de la lignine, avec deux maxima qui
proviennent des groupes phénoliques non conjugués et conjugués (acides p-coumarique et
férulique) [Xu et al. 2006, Xiao et al. 2001, Seca 2000, Jahan et al. 2007, Xu et al. 2008].
Dans le spectre, une valeur de Amax de 282 nm, similaire a celle observée pour d’autres
monocotylédones, correspond a une lignine riche en motifs guaiacyles (unités syringyles

correspondant a Amax= 268-276 nm) [Xu et al. 2008].

1,8
1,6
1,4
1,2

1
0,8

Abs.

0,6
0,4
0,2
o +—r—>—"+——"7—"——F——
256 276 296 316 336

nim.

Figure 14. Spectre UV de la MWL de MxG
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1.3.2.4 Analyse par spectroscopie infrarouge (IR)

Le spectre IR a transformée de Fourier (FT-IR) de la MWL est présenté sur la figure
15. Les attributions des signaux présents sont rassemblées dans le tableau de I’annexe 3,
conformément a la littérature [Xu et al. 2006, Sun et al. 2002, Xiao et al. 2001, Seca et al.
2000, Jahan et al. 2007, Capanema et al. 2005, Xu et al. 2008]. Les attributions spectrales
FT-IR des lignines herbacées rapportées dans la littérature sont également présentées dans le
méme tableau [Xu et al. 2006, Jahan et al. 2007]. Les bandes comprises entre 1760 cem’ et
1650 cm™ représentent les fonctions carbonylées. La bande a 1659 cm™ correspond a un

groupement carbonyle conjugué et peut étre attribuée au groupement ester coumarylique.

70 -
60 -
50 -

40 A

T%

30

20 1

10 A

it T 7T T —T—T7 T 7T T T
3950 3450 2950 2450 1950 1450 950 450

cm-1

Figure 15. Spectre FTIR de la MWL du MxG

Une faible bande a 1769 cm™ présente dans le spectre de la MWL mais absente dans
des spectres de la paille de blé et des cannes de jute peut étre attribuée a une bande
d’élongation d’une fonction carbonyle d’un acétate phénolique [Faix 1992, Hergert 1960].
En outre, le spectre de la MWL présente une absorption & 1268 cm™ (G: guaiacyle) et une

autre a 1328 cm™ (S: syringyle) de plus faible intensité suggérant un contenu en syringyle

plus faible. Ceci est en accord avec la proportion des unités G et S de la MWL calculées a
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partir des spectres RMN °C et aussi visualisées par dosage UV. Néanmoins, les bandes
autour de 830 et 1120 cm™ et un épaulement vers 1159 cm™ indiquent la présence des unités

guaiacyle, p-hydroxyphenyle et les unités de syringyle [Seca et al. 2000, Faix 1991].
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I.4. Caractérisation de la cellulose du MxG

L’extraction de la cellulose de MXG a été réalisée en 2 étapes, selon un procédé bien
connu : (1) une délignification de la paille de MXG par du chlorite de sodium (oxydant) en
présence d’acide acétique (2) une hydrolyse acide des hémicelluloses par une solution de 2,5
N d’HCI pendant 4 h. La caractérisation de la cellulose a été réalisée en déterminant la masse
moléculaire moyenne par SEC, le taux de cristallinité par RMN "*C du solide ainsi que par

FT-IR.

1.4.1. Détermination de la masse moléculaire moyenne

La masse moléculaire moyenne, en poids (Mw), en nombre (Mn), I’indice de
polydispersité (Ip) et le degré de polymérisation en poids DPwW=Mw/519 ont été¢ déterminés a
partir des chromatogrammes obtenus par SEC. La masse moléculaire moyenne en poids de la
cellulose du MXG est de 1,1403.106, la Mn est de 4,5037.104, un indice de polydispersité de
25,89. Le degré de polymérisation en poids est de l'ordre de 2197. Cette valeur est
notablement supérieure aux valeurs de Dp,, des biomasses herbacées décrites dans la

littérature (voir tableau 5).

Tableau 5. Quelques valeurs de Dp relatives a des biomasses herbacées fournies par la littérature

Dpw Biomasse Référence

2197 MxG Notre étude

1000 Buddleja daWidii | Hallac et al. 2010
198,3 Tiges de Lespedeza | Wang et al. 2009
934,9-1203,3 | Feuille de ray-grass | Liu et al. 2006
357,7 Tiges de Lespedeza | Wang et al. 2009
1406,5- 822,5 | Canne a sucre Sun et al. 2004

1.4.2. Analyse de la cellulose par la RMN “*C du solide

La RMN du solide °C a été utilisée pour étudier la cristallinité de la cellulose du
MxXG. Le spectre RMN °C de la cellulose obtenu est donné dans la figure 16. La région C-4
(0 80-92) du spectre est treés informative car elle correspond a la partie cristalline/para-
cristalline (6 86-92) et amorphe (6 80-86) [Atalla et Vanderhart 1999]. Les signaux entre
60-70 ppm sont attribués au C-6 de ’alcool primaire, entre 70-80 ppm a C-2, C-3 et C-5 et

entre 98-110 ppm au C-1. Le signal a 21 ppm attribué aux groupements acétyles des
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hémicelluloses n’était pas présent dans le spectre. Cela montre qu’il y a eu une hydrolyse

totale des hémicelluloses.

C2,C3,C5

C1

120 s %l 1M 1 88 an 85 B T8 70 L] L] 54 50 45 Bl
1 {ppmi

Figure 16. Spectre de RMN du solide C de la cellulose du MxG natif

La déconvolution de la zone C4 du spectre a été réalisée en utilisant le logiciel NUTS NMR.

Les résultats obtenus sont représentés sur le tableau 6 et la figure 17.

Déconvolution spectrale
Fibre de surface

Cellulose inaccessible

Cellulose Iy

Para-cristalline

Fibre de surface
Cellulose I,

Cellulose |,

94 92 90 88 86 84 82 PPM

Figure 17. Déconvolution spectrale de la zone C-4 du spectre RMC "C de la cellulose native de MxG

Le degré de cristallinité a été calculé comme étant le ratio des zones d’intégrales
92-86 ppm et 86-82 ppm. La cellulose de miscanthus a un indice de cristallinité de 1’ordre de
52,6 % qui est 1égérement inférieur a ceux du Lin (70 %), du coton (65 %) et du Kenaf
(60 %) [Reddy et Yang 2005], du bois de pin [Sannigrahi et al. 2008] et de peuplier [Foston

et al. 2009] (63 %) mais plus élevé que la cellulose native du ray-grass anglais (Lolium
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perenne), de I’ivraie (33 a 38 %) [Liu et al. 2006], et d’épicéa (48 %) [Maunu et al. 2000].
Les proportions des différentes formes de la cellulose ont été estimées par déconvolution et
sont représentées dans le tableau 6. Ces résultats montrent que la cellulose de MxG est

notamment composée de la forme If.

Tableau 6. Résultats de la déconvolution spectrale de la région C-4 du spectre RMN C de la cellulose

Attributions Déplacement chimique (ppm) | Intensité relative (%)
Cellulose I, 90,0 0,0

Cellulose I g 88,8 6,7

cellulose Para-cristalline 88,1 37,6

Cellulose Ig 87,9 10,8

Fibre de surface accessible 84,9 0,0

Fibre de surface non accessible | 84,0 33,9

Fibre de surface accessible 83,2 10,8

Indice de cristallinité (%) 52,6

1.4.3. Analyse par spectroscopie infrarouge a transformée de Fourrier (FTIR)

L’analyse par FTIR de la cellulose extraite a été réalisée pour identifier le
polysaccharide et déterminer sa pureté. La figure 19 montre le spectre de la cellulose extraite
par le traitement de blanchiment. Le spectre obtenu est comparable a d’autres spectres de la
cellulose décrits dans la littérature [Wang et al. 2009, Giimiiskaya et al. 2003, Helbert et al.
1997, Sang et al. 2005]. Les absorptions a 3400 cm™ et 2918 cm™ sont respectivement
attribuées aux groupements —OH et C-H (élongation) correspondant aux fragments
aliphatiques de la cellulose. Le pic 2 1644 cm™ correspond 4 1’élongation de I’eau adsorbée
par le polymére (Sun XF et al. 2004). Les liaisons C-H sont aussi présentes a 1373 cm™. Les
pics présents a 1162 cm™ et 898 cm™ proviennent de I’élongation C-O-C des liaisons
glycosidiques B-(1-4). Les pics a 1060 cm™ et 1033 cm™ sont indicatifs des élongations C-O a
la position C-3, des élongations C-C et C-O a la position C-6 (voir figure 11) de la cellulose
[Liu et al. 2006].
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CH,OH

Figure 18 Représentation d’un dimére de glucose relié par la liaison glycosidique p-(1-4)

L’absence du pic a 1520cm™ représentatif des vibrations des motifs aromatiques de la
lignine montre I’absence de lignine résiduelle [Liu et al. 2006]. Deux bandes importantes qui
permettent 1’identification de la structure de la cellulose sont :

-21420 cm™ : attribué a la cellulose amorphe et a la cellulose II cristallisée

-21430 cm™ : attribué a la cellulose cristalline I.

Le spectre obtenu de la cellulose de MXG montre un pic vers 1430 cm™, indiquant la

U et

présence en grande quantité de la cellulose I cristalline. De plus les pics a 710 cm’
750-760 cm™ sont respectivement caractéristiques de la cellulose If et Ia [Giimiiskaya et al.
2003, Wada et al. 1995]. D’aprés le spectre obtenu, seulement un pic 2 710 cm™ est présent,
ce qui confirme la structure cristalline de type Ip de la cellulose de miscanthus. Ceci confirme

les résultats obtenus par RMN "°C solide.
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Figure 19. Spectre FT-IR de la cellulose de miscanthus natif
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1.5 Conclusion

L’analyse de la paille de MxG a permis de montrer qu’elle est constituée a 70 %
d’holocellulose dont une teneur importante en xylane 23 %. Ce taux important en
polysaccharides confirme le fait que MXG pourrait étre utilis¢é comme une matiere premiere
pour la production de bioéthanol par voie fermentaire. A partir des caractérisations
spectroscopiques (RMN, FTIR et UV) de sa MWL, on conclue que la lignine de Miscanthus
est de type p-hydroxyphenyle-guaiacyle-syringyle (H-G-S) avec G > S >> H (estimés
respectivement a ~ 52 %, ~ 44 % et ~ 4 %) et ~ 0,41 de liaison B-O-4 par motif aromatique.
La lignine extraite est acétylée (~ 0,06/Ar) et coumarylée (~ 0,1/Ar), I'acide coumarique étant
li¢ a la lignine par liaison ester, ce qui est courant dans les plantes monocotylédones. La
cellulose de MxG a également été analysée et on a pu déterminer par RMN du solide °C un

taux de cristallinité de ’ordre de 53 %.
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Chapitre II. Traitement Ethanol Organosolv du
Miscanthus x Giganteus
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I1. Introduction

Le traitement organosolv est un procédé de délignification qui permet d’extraire la
lignine ainsi que les hémicelluloses a partir des biomasses lignocellulosiques. Il permet donc,
en utilisant des phases liquides organiques ou aqueuses/organiques, de récupérer les
hémicelluloses en phases aqueuses, la lignine précipitée sous forme solide et la cellulose qui
reste intacte dans le résidu solide [Duff et Murray 1996]. Il semble que le traitement
organosolv soit prometteur dans le domaine de la bioraffinerie des mati¢res premieres
lignocellulosiques qui considére 1’utilisation optimale de leurs trois essentiels constituants (la

lignine, la cellulose et les hémicelluloses).

Il est connu que le traitement organosolv est réalis¢ en utilisant des solvants
organiques ou aqueuses/organiques en présence ou en absence de catalyseur acide. Parmi les
solvants testés, les plus utilisés sont ceux présentant une faible température d’ébullition
comme I’éthanol et le méthanol; d’autres alcools a température d’ébullition plus élevées ont
été aussi utilisés (éthyléne glycol, glycérol, 1’alcool tetrahydrofurfurylique) ainsi que d’autres
composés organiques (Ex. diméthylesulfoxyde, éthers, cétones et phénols [Thring et al
1990]. La plupart des traitements organosolv réalisés a une température élevée (185-210 °C)
ne nécessite pas 1’ajout d’un acide; en effet dans cette gamme de température, il y a
production d’acide organique (les acides carboxyliques) issue de la dégradation des sucres de
la biomasse qui peuvent jouer le role de catalyseur pour la rupture des liaisons lignine-sucres
[Duff et Murray 1996]. Par contre, ’ajout d’acide durant le traitement augmente
considérablement le pourcentage de délignification et permet une meilleure récupération des
xyloses. Les acides minéraux : acide chlorhydrique, acide sulfurique, et acide phosphorique
sont des bons catalyseurs qui accélerent la délignification et la dégradation des xylanes, mais
on peut aussi envisager I’utilisation d’autres acides comme les acides formique, oxalique,
acétyle salicylique et salicylique [Sun et Cheng 2002]. La plus grande partie de la lignine et
des hémicelluloses est solubilisée mais la cellulose reste intacte dans le résidu solide. Les
solvants organiques utilisés dans le processus nécessitent d’étre recyclés pour réduire le colt

du traitement [Zhao et al. 2009].
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Dans ce contexte, parmi les diverses méthodes de prétraitement actuellement étudiées,
le traitement Ethanol Organosolv semble étre tres prometteur. L’utilisation de 1’éthanol pour
traiter le bois existe depuis la fin de 19" siécle, mais uniquement dans le but d’analyser le
bois [Muurinen et al. 2000]. Depuis les années 40, différents traitements de délignification
par 1’éthanol ont été décrits (sans catalyseur, avec catalyseur acide ou basique, avec un
mélange d’oxygéne/é¢thanol) [Muurinen et al. 2000, Lopez et al. 2006, Wu et al. 2003].
Récemment, les travaux de Neilson et al. (1983) ont montré I’amélioration apportée par le

traitement éthanol organosolv sur I’hydrolyse enzymatique des résidus cellulosiques.

Comparé au méthanol, 1’éthanol est beaucoup moins toxique et moins dangereux.
L’éthanol est facilement récupéré par simple distillation mais son prix plus élevé que celui du
méthanol. On aboutit & un traitement légérement plus colteux [Chum et al. 1985]. L’éthanol
a une température d’ébullition faible, ce qui facilite sa récupération apres le traitement et a
pour avantage de réduire la consommation d’énergie. Notons aussi que I’éthanol est le seul

solvant organique non toxique pour I’homme.

Ce processus de délignification par 1’éthanol est 1’un des processus les plus étudiés de
nos jours pour la conversion des biomasses lignocellulosiques. Le prétraitement le plus étudié
est celui qui nécessite 1’utilisation d’un mélange d’une solution aqueuse/éthanol en présence
d’acide sulfurique comme catalyseur. Ce traitement est trés bénéfique puisqu’il produit non
seulement un résidu cellulosique potentiellement utilisable pour la production de bioéthanol
[Brosse et al. 2009, Pan et al. 2007 et 2008, Pan et al. 2005] mais aussi une grande quantité
de lignine relativement pure, non dégradée et peu condensée. Néanmoins, trés peu d’études

détaillées sur I’impact de la séverité du traitement sur sa structure ont été effectués.

L’étude que nous allons présenter dans ce chapitre consiste en une investigation du
traitement Ethanol Organosolv sur le MXG comme biomasse lignocellulosique. Dans un
premier temps nous proposerons une série de traitements réalisés sur le MXG en faisant varier
le rapport éthanol/eau, la concentration en acide sulfurique ainsi que la température du
traitement. Les pertes de masse, le taux de lignine de Klason, le pourcentage en furane
(provenant de la dégradation des sucres) et en lignine soluble ainsi que le pourcentage de
délignification seront mesurés et calculés pour chaque traitement. Ensuite, nous évaluerons

I’impact de la séverité du traitement sur la structure physicochimique des lignines extraites en
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utilisant la résonance magnétique nucléaire du carbone *C et de phosphore *'P, I’infrarouge a
transformée de Fourrier (FTIR), la spectroscopie UV-visible et la chromatographie
d’exclusion stérique (SEC). L’ensemble de cette étude révelera une approche mécanistique

pour évaluer I’effet de cette optimisation et de ce traitement sur la lignine de MxG.
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I1.1. Optimisation du traitement éthanol organosolv sur le MxG

Le traitement organosolv a été réalis¢ et optimisé sur le miscanthus selon le protocole
général présenté sur la figure 20. Les conditions opératoires détaillées de cette optimisation
ont été inspirées des travaux de Pan et al. (2006), (2007) et (2008) optimisées sur différentes

essences de bois et sont représentées dans le tableau 7 :

- Une gamme de température entre 160 et 190 °C
- Un temps réactionnel d’une heure
- Un rapport éthanol (a 95 %) / eau entre 0,5 et 0,8

- Une concentration d’acide sulfurique qui varie entre 0,5 et 2 % (w/w).

Miscanthus =
Lignine Ethanol
Organsolv Organosolv
EtOH-H,0

Acide sulfurique (cat.)

Filtration —Liqueur naire |

HO_ Fikeation

Phase aqueuse

EtOH-H,O (lavages)

Résidu
solide

Figure 20. Schéma du traitement organosolv du miscanthus

Comme le montre la figure 20, a la fin de chaque expérience, le MXG traité est filtré sous
vide modéré. La pate est lavée avec un mélange d’éthanol/eau (8/2). On récupere un résidu
solide blanchatre et une solution de liqueur noire. Les phases liquides sont rassemblées et 3
volumes d'eau y sont ajoutés pour précipiter la lignine éthanol organosolv (EOL) qui sera

récupérée par centrifugation et filtration puis séchée et enfin pesée.
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La réalisation de ces traitements nécessite d’étudier 1’influence de plusieurs parameétres.
Pour comparer les conditions opératoires des différents essais, les parametres opératoires sont
reliés par une formule mathématique en utilisant I’indice de séverité combinée (SC) qui décrit
la séverité du traitement en fonction du temps réactionnel (t : minutes), de la température

(T °C) et du pH. SC est calculé par la formule suivante [Montane et al. 1998] :

SC =Log(R,) - pH

IJOg (t . e)q)[T - TRéf ]) et Tref — 100 oC

ou LogR, = TG

Dans notre étude, les conditions opératoires utilisées correspondent a des indices de
séverité allant de 1,41 a 3,02 (temps de traitement de 60 minutes, avec un ratio liquide/solide

égal a 8/1). Le calcul des indices de sévérité combinée nous a permis de comparer les essais

entre eux.
Tableau 7. Conditions opératoires des essais
Essais | Température | Ethanol/eau | Acide sulfurique pH | Séverité
O (%) (%) combinée
1 160 80 0,5 2,14 1,41
2 170 80 0,5 2,14 1,69
3 170 65 0,5 2,08 1,75
4 180 65 1,0 2,05 2,08
5 190 65 1,0 2,05 2,38
6 190 65 1,2 1,65 2,77
7 190 50 1,6 1,49 2,93
8 190 50 2,0 1,41 3,02

A la fin de chaque traitement, la perte de masse relative des résidus solides a été
determinée; la lignine de Klason (LK) et la lignine soluble (LS) correspondant a chaque
résidu solide ont été quantifiées. A partir de ces valeurs, il est alors possible de calculer le
pourcentage de délignification en se référant a la quantité de lignine extraite. Concernant la
lignine extraite par le traitement organosolv, des analyses de la phase aqueuse isolée a partir

de chaque traitement ont également été effectudes :
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- le dosage spectroscopique par UV de la lignine soluble.
- les dosages des fractions de lignine éthanol organosolv récupérées sous forme solide.

Enfin, le pourcentage en furane a été estimé pour évaluer I’impact des conditions
réactionnelles sur la récupération des sucres. Les résultats obtenus sont rassemblés dans le

tableau 8.

Tableau 8. Pourcentage de délignification des résidus solides et pourcentage de lignine soluble et de lignine
éthanol organosolv solide récupérées en phase aqueuse

SC* | Perte de masse | 'LK *ASL Délignification LS ‘EOL Furanes
(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)

0 0 26,00 0,5 0 0 0 0

1,69 | 18,51 14,15 1,30 40,54 10,10 | 0,41 0,68

1,75 | 55,96 6,62 0,48 72,90 15,29 |28 0,87

2,08 | 51,90 2,46 0,14 90,19 7,30 16,31 1,40

2,38 | 53,23 2,22 0,10 91,27 7,23 16,05 1,52

2,77 | 57,46 2,10 0,05 91,86 6,47 15,92 3,18

2,93 | 71,38 2,32 0,02 91,15 5,06 18,46 8,68

3,02 | 78,12 3,64 0,10 85,90 6,18 17,49 10,61

* Séverité Combinée (SC), 'LK (lignine de Klason), ZASL (lignine soluble dans I’acide), LS (lignine soluble dans la phase
aqueuse), *EOL (lignine éthanol organosolv)

Les figures 21 et 22 représentent respectivement :
- le pourcentage de lignine résiduelle dans les résidus solides ainsi que le pourcentage de
lignine précipitée et récupérée (EOL) en fonction de la séverité combinée (SC) (figure 21).

- Le pourcentage de furane et de délignification en fonction de SC (Figure 22).

30 ] i 20 o Lignine de Klason
25 ™~ /.\’ L —— EOL
c ] - 16
2 ] I o
S 20 i s>
8 I R
i F [)
2 15 1 L_{] [ c g
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' ] X / r8 o 5
2 10 i 3
3% R N
X ] L
5] j _4
0 4 T T T T T T T |v| T T T T T T T T T T I 0

0 1 2 3 4

Séverité combinée (SC)

Figure 21 Pourcentage de lignine résiduelle dans le résidu solide et de lignine sous forme EOL récupérée
en fonction de la sévérité combinée (SC)
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Figure 22. Pourcentages de furanes, de lignine soluble et de délignification en fonction de la sévérité
combinée (SC)

D’apres la figure 21, on remarque que pour des sévérités faibles a moyennes (SC <
2,5), une augmentation de séverité¢ du traitement entraine une augmentation des rendements
en EOL pour atteindre un plateau aux environs de 16 % et une diminution importante de
contenu en LK du résidu solide. Comme le montre la lignine soluble dans la phase aqueuse,
on remarque que ce pourcentage augmente avec la séverité et atteint un maximum de 15 %
pour une séverité combinée de 1,74 ce qui explique I’augmentation du pourcentage de
délignification et la faible teneur en lignine récupérée sous forme EOL (figure 22). Pour des
sévérités supérieures, on observe une chute brutale vers un minimum de ’ordre de 5 %
(figure 22) accompagnée d’une augmentation du pourcentage de délignification pour atteindre

(pour SC > 2) un rendement de délignification > 90 % (figure 22).

Cette observation semble montrer qu’a faible séverit¢ (SC < 2), les conditions
réactionnelles conduisent a une délignification partielle par hydrolyse de la lignine et a la
formation de fragments de faibles masses moléculaires, solubles. Par contre, pour des
2,5 > SC > 2, un excellent rendement de délignification est observé avec récupération
optimale de la lignine sous forme de EOL insoluble résultant de réactions de repolymérisation
des fragments. Pour des SC plus élevées (SC > 2,77), une augmentation significative de la
teneur en lignine de Klason dans la pate a été observée. Cela peut étre expliqué par la forte
dégradation des oligosaccharides des résidus solides, ce qui se traduit par des valeurs de perte

de masse importantes (> 70 %).
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Cette hypothese est confortée par le fait que pour des SC supérieures a 2,8, une
augmentation rapide du taux de furane avec I’augmentation de séverité a été observée dans les
phases liquides, comme le montre la figure 3. Cette observation confirme une forte
dégradation des sucres (aux alentours de 10 % de la maticre seche initiale). Il apparait donc,
d’apreés 1’ensemble de ces résultats, que les conditions optimales de ce traitement se situent
pour des sévérités combinées aux alentours de 2 : ainsi, en utilisant ces conditions, nous
obtenons un rendement de délignification élevé accompagné d’un bon rendement en lignine
récupérée sous forme EOL et enfin une trés faible production de furane dans la phase

aqueuse.
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I1.2. Analyse de la lignine éthanol organosolv (EOL)

Afin de mieux comprendre I’impact du procédé organosolv sur la structure de la
lignine isolée, une investigation structurale (RMN 13C, RMN 31P, SEC et UV) a été effectuée
pour I'une des fractions de lignine extraite (EOL6) en la comparant avec la MWL décrite dans

le premier chapitre.

I1.2.1. Analyse par RMN BCdela lignine organosolv (EOL6) comparée a la MWL

Les spectres de RMN de carbone *C quantitatifs de la lignine de bois broyé (MWL) et
de la lignine éthanol organosolv (EOL6) de MxG sont représentés sur la figure 23.
L’attribution des signaux et des analyses quantitatives des spectres a ¢été décrite au

chapitre 1.
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Figure 23. Spectre RMN BCdela lignine organosolv (EOLG6) (A) et de la MWL (B) du MxG

Les deux spectres (figure 23) montrent une similarité entre MWL et EOL; on retrouve
les mémes groupes de signaux, méme allure générale et absence de signaux correspondant

aux sucres. Cette observation confirme que la lignine organosolv est une lignine relativement
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peu modifiée. Néanmoins, les spectres montrent quelques différences principales vers deux

régions :

- La région aliphatique (60-90 ppm) correspondant aux carbones Ca, CB et Cy

- La région aromatique (145-152 ppm); la figure 24 présente une expansion de cette
région montrant que I’intensité des carbones aromatiques ArOR des motifs guaiacyle et
syringyle est moins intense et les ArOH plus intense dans le spectre de la lignine organosolv

EOL6 comparée a la MWL. Ces modifications démontrent un clivage des liaisons aryles

éther.
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Figure 24. Expansion du spectre de la lignine organosolv (EOL6) (A) et de MWL (B)

Attribution des pics a-e. a : C3-C5 S éthérifié ; b : C3 G éthérifié ; ¢ : C3-C5 S non éthérifié ; d : C3 G non
éthérifié ; e : C4 G non éthérifié

On observe que les groupements acétate (171 ppm) et cinnamaldéhyde (194 ppm)
présents dans le spectre de la MWL sont absents dans celui de la lignine ogranosolv (EOL6)
(figure 23) et I’intensité des signaux correspondant aux groupements p-coumaryle a diminué
de presque moiti¢ comparée a celle de la MWL (voir tableau : annexe 4). Ces observations

peuvent étre expliquées par une hydrolyse acide des groupements acétate et cinnamaldéhyde
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durant le traitement organosolv. On observe pour la lignine organosolv que le nombre des
carbones aromatiques condensés (Ar-C) augmente et celui des aromatiques protonés (Ar-H)

diminue, cela traduit une augmentation du degré de condensation de la lignine.

I1.2.2. Analyse par RMN *'P de EOL6 comparée 4 la MWL

D’une facon générale, on retrouve dans le spectre de EOLG6 les signaux attribués aux
hydroxyles aliphatiques (145,5-150 ppm), aromatiques (136,5-144,5 ppm) et carboxyliques
(134-135,5ppm). Cependant, on constate des variations importantes au niveau des intensités
relatives des signaux (voir Annexe 5). Le nombre d’hydroxyles carboxyliques de la lignine
ogranosolv (EOL6) comparé a celui de la MWL augmente de 0,02 a 0,04/C9. Cette
augmentation correspond a une hydrolyse des liaisons esters durant le traitement organosolv.
L’intensité des signaux de la région aromatique (Syringyle + Guaiacyle + p-hydroxyphenyle)
augmente fortement de 0,28 a 0,50 groupement hydroxyle/C9, confirmant un clivage
important des liaisons aryle éther au cours du procédé d’hydrolyse. Par contre, on observe une
diminution importante du signal attribué aux hydroxyles aliphatiques (de 0,67 a 0,19
groupements hydroxyle/C9), probablement due a des réactions d’élimination par catalyse
acide. Contrairement aux motifs guaiacyle et syringyle, le signal a 137-138 ppm attribué aux
motifs p-hydroxyphenyle, reste pratiquement inchangé au cours du traitement, (~ 0,1/C9).
Cette observation peut étre expliquée par deux réactions simultanées : la production de p-
hydroxyphenyle qui résulte du clivage des liaisons aryle éther et ’hydrolyse des esters p-

coumaryle comme démontré précédemment par RMN °C.

11.2.2. Analyse de la masse moléculaire moyenne par SEC

La masse moléculaire moyenne de la lignine organosolv comparée a celle de la MWL
montre une grande différence. La masse moléculaire moyenne en nombre (Mn= 4690) et en
poids (Mw= 7060) de la lignine ogranosolv (EOL6) sont plus faibles que celle de la MWL
(Mw= 1140300/ Mn= 45037). Ces résultats indiquent clairement que le traitement organosolv

dégrade la structure macromoléculaire de la lignine.

I1.2.3. Analyse par spectrophotométrie UV-Visible

L’absorption par UV-visible (figure 25) a été réalisée sur EOL6 en présence du

dioxane-eau comme solvant et a aussi ¢té comparée avec le spectre de la MWL décrit dans le
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chapitre 1 et pour une longueur d’onde comprise entre 255 et 330 nm. Comme le montre ces
deux spectres, les deux types de lignine ont des spectres semblables et typiques d’une lignine
avec la présence de deux maxima originaires des groupements phénoliques conjugués et non
conjuguées (p-coumarylique et I’acide férulique) [Xu et al 2006, Xiao et al. 2001, Seca
2000, Jahan et al. 2007, Xu et al. 2008]. Comme le montrent les spectres, les coefficients
d’absorption les plus élevés correspondent a EOL6 indiquant une pureté plus élevée de la
lignine et d’une teneur plus faible en impuretés (ex. sel minéraux et sucre résiduel [Xu et al.
2008]. Les spectres montrent une diminution relative de 1’intensité du second maximum (315
nm) pour la lignine ogranosolv (EOL6) comparée a celle de la MWL. Cette observation
confirme une hydrolyse partielle des esters p-coumaryliques durant le traitement organosolv

comme cela a été déja démontré précédemment.
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Figure 25. Spectre UV de A) la MWL et de B) la lignine organosolv (EOL 6)
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I1.3. Impact de la séverité sur la structure des lignines

Afin de comprendre 1’effet de la séverité des traitements sur la structure des EOLs une
étude physico-chimique utilisant différentes techniques d’analyses a été réalisée sur les
lignines extraites avec des sévérités croissantes de 1,75 a 2,93 (voir tableau 7, essais ‘3’ ‘4’
‘5’ ‘6’ “7’ du tableau 9) en les comparant avec la lignine de bois broyé (MWL) représentative

de la lignine native décrite dans le chapitre précédant.

Tableau 9. Nomenclature des EOLs analysés physico-chimiquement en fonction de la SC

Expériences* Nom CS
3 EOL 3 1,75
4 EOL 4 2,08
5 EOL 5 2,38
6 EOL 6 2,77
7 EOL 7 2,93

*Voir tableau 7 pour les conditions opératoires
.. 1
I1.3.1. Analyse des lignines organosolv par RMN C

Les spectres de RMN de carbone "°C quantitatifs de la lignine éthanol organosolv
EOL3, EOLS5 et EOL7 de MxG sont représentés sur la figure 26. Le tableau 10 rassemble
I’attribution des signaux des spectres des EOLs obtenus ainsi que leurs quantifications [El

Hage et al. 2009, El Hage et al. 2010].
L’observation des spectres RMN du carbone '*C permet de faire quelques remarques :

1- En augmentant la séverité, on observe des modifications sur les spectres °C ce qui montre
un impact de la séverité sur la structure de la lignine

2- Comme on le voit dans le tableau 4, le nombre des carbones aromatiques condensés par
noyau aromatique (& 142-124) augmente avec la séverité¢ du traitement et en parallele le
nombre de sites aromatiques protonés diminue. Cela traduit une augmentation du degré de
condensation des lignines avec la séverité.

3- Une augmentation de la séverité du traitement organosolv entraine une diminution des
signaux des C-O aliphatiques de 2,16 C par groupe aryle pour EOL3 jusqu’a 0,59 pour EOL?7.
Cela est du pour une grande partie a une forte diminution des liaisons Ca. En fait la région des

liaisons CP et Cy a été presque invariable (respectivement ~ 0,35 et 0,85 C par unité
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aromatique) pour les faibles et moyennes sévérités (EOL3, 4 et 5). Une diminution de

I’intensité de ces signaux a été observée seulement pour des sévérités de traitement élevées

G 2.5).
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Figure 26. Spectres RMN Bc quantitatives de la MWL, de EOL1, de EOL3 et de EOLS

Tableau 10. Assimilation et quantification des déplacements chimiques des lignines

Déplacement Attribution EOL (expérience #)
chimique (6 ppm) 3 4 5 6 7
171 OCOMe 0,17 | 0,06 | 0,05 0 0
167 Cy PC ester 0,14 | 0,08 | 0,08 0,04 0,05
161 C4 PC ester 0,14 | 0,08 | 0,08 0,04 0,05
155-142 Aromatique C-O 2,05 1,94 | 2,19 1,77 2,05
142-124 Aromatique C-C 1,90 |2,16 | 226 2,27 2,33
124-102 Aromatique C-H 2,16 1,97 | 1,68 2,07 1,73
89-78 CBdans BO4, Cadans B5 et BB 0,35 0,35 | 0,33 0,20 0,11
73-71 Ca dans 3-O-4 0,93 |0,30 | 0,24 0,20 0,13
64-61 Cy 0,88 10,85 | 0,89 0,55 0,49
90-58 Aliphatique-O 2,16 1,5 1,46 0,95 0,59
56 OMe 1,33 1,43 | 1,41 1,34 1,33
31-29 o, B (groupe méthylénique) 0,14 10,15 {022 |0220 | 0,20
21 CH; dans les groupes acétyles 0,19 0,06 | 0,06 0 0

19 OCH,CH; 0,10 10,03 [0 0 0

15 y méthyle (chaine latérale propylique) | 0,25 | 0,26 | 0,27 ]0,27 | 0,28
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Une proportion importante de groupements acétyle et p-coumaryle a été détectée pour
EOL3 a partir respectivement des signaux a 171 et 21 ppm (~ 0,17 groupe par unité
aromatique) et 167 et 161 ppm (respectivement ~ 0,14 groupe par unité aromatique). Pour
EOLA4 et EOLS qui sont extraites a des sévérités moyennes, la proportion de groupements
acétyles est plus faible. Mais pour EOL 6 et EOL7 extraites a des sévérités trés élevées,
seulement quelques traces de résidus acétylique et coumarylique ont été détectées, ceci étant
due a une forte hydrolyse des groupements esters. Dans la zone des aliphatiques (10-50 ppm),
les signaux aux alentours de 30 ppm ont été attribués aux groupements a et B méthyléniques
formés par les réactions de déshydratation incluant un clivage des liaisons B-O-4 et la

formation de la cétone d’Hibbert (voir figure 27 [West et al. 1943]).
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o

Figure 27. Mécanisme de formation de la cétone d’Hibbert

L’intensité de ces signaux augmente Iégérement avec la sévérité (0,14 groupe par unité
pour EOL3 jusqu’a 0,20 pour EOL7). Il est aussi intéressant de noter que dans le spectre de
EOLS3, un signal vers 19 ppm a été assimilé pour les groupements éthoxyliques (~ 0,1 EtO par
unité¢ aromatique) qui provient de 1’addition d’un nucléophile, 1’éthanol (solvant), sur la

position benzylique (voir figure 32, partie 2.3.5.).

I1.3.2. Analyse des lignines organosolv par RMN *'P

Les spectres de RMN de phosphore quantitatifs de la lignine éthanol organosolv
EOL4, EOLS et EOL7 de MxG sont représentés sur la figure 28. L’interprétation des spectres
obtenus et leur quantification sont rassemblées dans 1’annexe 6. La concentration de chaque
groupement hydroxyle (en mmol/g) a été calculée en se basant sur I’intensité du signal

correspondant a la référence standard interne (le cyclohexanol).
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Figure 28. Spectres RMN *'P quantitatifs de la MWL, EOL4, EOL3 et EOL5

La figure 29 représente les variations de la concentration des groupements hydroxyles
(mmol/g) en fonction de la séverité combinée du traitement organosolv. Comme on le voit sur
cette figure, I’augmentation de la sévérité du traitement correspond a une forte baisse de la
concentration des OH aliphatiques accompagnée d’une augmentation des OH phénoliques. Ce
comportement est probablement dii & deux réactions simultanées : une hydrolyse des aryles
éthers (augmentation des OH phénoliques) et une déshydratation sur la chaine propylée

(diminution des OH aliphatiques).

Sur la figure 29, on constate que les valeurs des concentrations en groupements
hydroxyle phénoliques guaiacyle (G) et syringyle (S) varient peu dans une gamme de SC
allant de 1,75 a 2,38. Par contre, une forte augmentation de la concentration en ces
groupements hydroxyles phénoliques a été¢ observée a forte sévérit¢ (EOL6 et EOL7,
CS > 2,77), indiquant un possible changement de mécanisme d’hydrolyse. Pour les
groupements p-hydroxyphenyle (H), la quantité des fonctions hydroxyles reste pratiquement
inchangée (~ 0,5 mmol/g) pour toutes les conditions opératoires. Cette observation peut étre

justifiée par deux phénomeénes simultanés et opposés : I’hydrolyse des liens aryles éthers
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impliquant des unités p-hydroxyphenyles et I’hydrolyse des fractions des résidus d’ester p-

coumarylique comme démontrés par la RMN "*C.

3.5 7 —e— OH Aliphatique
37 —e— S OH
] —— G OH
2,5 ]
> ] —o—HOH
5 27 —x— COOH
S 1
E 1,51
14
0,5 _ |:|_——|:l\|:|_,|1:|-/—,_":'):|
IX— g X—x———XX
O T T T T T T T T T T T T T T 1
1,7 2,2 2,7 3,2

Séverité combinée (SC)

Figure 29. Variation de la concentration des groupements hydroxyles (en mmol.g” de lignine) en fonction
de la SC (a partir des spectres de RMN *'P)

I1.3.3. Analyse par FT-IR

Les spectres FT-IR des trois lignines organosolv (EOL3, EOL5 et EOL7) sont
représentés sur la figure 30. Dans le spectre de EOL3 et en se référant au spectre IR de la
MWL décrit dans le chapitre 1, le signal vers 1739 cm™ a été attribué aux groupements ester
non conjugués et les signaux de 1705 et 1639 cm™ aux esters p-coumaryliques
(respectivement les groupements carbonyles et éthylénique) en se basant sur la comparaison
avec le spectre IR des esters p-coumaryle. Pour EOLS, on a observé une diminution de
I’intensité de ces trois signaux, justifiée par une importante hydrolyse des esters comme il a
¢té montré par les analyses RMN du carbone. Néanmoins, I’analyse du spectre de la lignine
extraite avec une forte séverité de traitement (EOL7) montre la présence du signal vers 1705
cm’ et la disparition des signaux a 1739 et 1639 cm™'. Ce comportement peut étre interprété
par la formation de fonctions cétone provenant de réactions de déshydratation qui surviennent
sur les chaines latérales de la lignine pour des conditions de sévérités élevées. Cette
observation soutient les conclusions obtenues par les RMN °C et *'P concernant la forte
dégradation des structures des lignines organosolv (EOL6 et EOL7) incluant le clivage des

liaisons -O-4 et la formation de la cétone d’Hibbert (voir figure 27).
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Figure 30. Spectre FT-IR des trois lignines organosolv EOL1, EOL3 et EOLS

I1.3.4. Analyse de la distribution des masses moléculaires par SEC

La question de I’effet de la séverité des traitements organosolv sur la dépolymérisation
ou la repolymérisation des lignines a été envisagée avec une étude par chromatographie
d’exclusion stérique (SEC) sur les 5 lignines apres acétylation et dissolution dans du THF. La
masse moléculaire moyenne en nombre (Mn), la masse moléculaire moyenne en poids (Mw)

ainsi que I’indice de polydispersité des cinq EOL sont donnés dans le tableau 11.

Tableau 11. Masse moléculaire moyenne en poids (Mw), masse moléculaire moyenne en nombre (Mn) et
indice de polydispersité (Mw/Mn) des lignines éthanol organosolv

Expériences CS Mw Mn Mw/Mn
EOL3 1,75 6469 2488 2,60
EOL4 2,08 5994 3795 1,58
EOL5S 2,39 4282 3087 1,39
EOL6 2,77 3568 2468 1,45
EOL7 2,93 3188 2305 1,38

Il apparait clairement que les masses moléculaires moyennes en masse et en nombre
de lignine organosolv sont plus faibles que celles de la lignine de bois broyé. De plus, on
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constate que les masses moléculaires moyennes des lignines organosolv diminuent en
fonction de la séverité combinée des traitements comme le montrent le tableau 11 et la figure
31. Cette observation montre une dépolymérisation croissante des fractions de lignine isolées
en fonction de la sévérit¢ du traitement. Cette observation confirme que le traitement
organosolv provoque un important clivage des liaisons intermoléculaires de la lignine et que
cette dégradation est fonction du temps de traitement, de la température et de 1’acidité du

milieu.
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Figure 31. Masse moléculaire moyenne en poids (Mw) des lignines organosolv en fonction de la SC
I1.3.5. Discussion et approche mécanistique

Cette étude physico-chimique concernant I’effet du traitement organosolv sur la
structure de la lignine a clairement montré qu’une augmentation de la séverité entraine une

augmentation :

(1) des réactions d’hydrolyse des groupements esters
(2) des réactions de déshydratation des chaines latérales de la lignine
(3) de la concentration des groupements phénoliques

(4) du degré de condensation de la lignine.

L’examen des spectres RMN °C des lignines organosolv extraites a faible séverité
(essais 3-5) montre que I’hydrolyse a principalement affecté les positions Co des chaines
latérales de la lignine. Dans ces conditions, le fractionnement solvolytique des a-aryles éthers

mene a la formation d’un carbocation benzylique qui peut réagir soit avec 1’eau soit avec
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I’éthanol (voie 1, figure 32) ou produit des réactions de substitution électrophile aromatique
(voie 2, figure 32). Cette observation est soutenue par des travaux antérieurs montrant que les

liaisons a-aryles éthers sont plus facilement hydrolysées que les liaisons B-aryles éthers

[Kishimoto et Sano 2003].

OCOR
)
o) OR,
OCOR OCOR
m lignine
<lanine a— 0o O ._ CTignine) o0 Ry=HorkEt
or EtOH MeO
- ~ (2) O
i N ROCO R
izniney” condensation

=

Figure 32. Mécanisme du clivage solvolytique des liaisons a- aryle éther

Pour des sévérités élevées (SC > 2,7), on a observé une forte modification des
caractéristiques spectroscopiques des EOL : une augmentation considérable des groupements
OH phénoliques, exprimant une forte hydrolyse des liaisons aryles éthers accompagnée d’une
diminution des intensités des signaux attribués aux CPB et Cy. Par ailleurs, la présence de
groupements carbonyles dans les spectres FTIR (figure 30) de EOL6 et EOL7 semble
indiquer un clivage des liaisons B-éther avec formation de cétones d’Hibbert comme

représenté sur la figure 33.

OCOR OCOR OH
L OR; 0 o 0 OH
+ +
Ho Ay —_—
o H,O < H,O o N
@/O Clianinedy” © Clianny © Cliannoy” ©

= OH, OEt or OAr
R = CH3 or CH=CH-Ar(OH)

Figure 33. Mécanisme du clivage solvolytique des liaisons f3- et y-aryle éther
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Pour les sévérités de traitement qui sont généralement utilisées dans la littérature
(1,74 < SC < 2,4), le clivage des liaisons B-aryle éther semble de ne pas jouer un rdle sur la
réaction de délignification. Ces conclusions sont en accord avec différents travaux de la
littérature. Sarkanen et al. (1980) ont indiqué que 1’hydrolyse acide de la lignine organosolv
isolée accroit fortement la formation des OH phénoliques, indiquant que les liaisons $-O-4
restent intactes. Récemment, Kubo et Kadla (2004) ont démontré par RMN a deux
dimensions que les structures B-O-4 de la lignine Alcell sont intactes apres les processus
chimiques. De plus, il a été¢ démontré que la réaction de délignification est fortement contrdlée
par I’hydrolyse des a-aryle éther qui présentent une énergie d’activation faible. L’énergie
d’activation mentionnée par Meshgini et Sarkanen (1989) pour I’hydrolyse des a-aryles
éthers de lignine est de 1’ordre de 80 a 118 kJ/mol, dépendant des motifs de substitution.
Vazquez et al. (1997) ont signalé que 1’énergie d’activation par traitement acétosolv des a-
aryles éthers de la lignine du bois de pin en absence et en présence de catalyseur acide (HCI),
sont respectivement 78,8 kJ/mole et 69,7 kJ/mol. L’énergie d’activation de 1’hydrolyse des -
aryles éthers étant plus élevée (150 kJ/mol), les auteurs concluent que les traitements de

délignification ne sont pas contrdlés par I’hydrolyse des liaisons B-aryles éthers.
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I1.4. Conclusion

Le traitement éthanol organosolv a été étudié¢ dans un premier temps en utilisant le
MXxG comme matiére premiere. Ce procédé a permis un bon fractionnement des trois
constituants de la biomasse (la lignine, la cellulose et les hémicelluloses). L’optimisation de
ce traitement nous a permis de conclure qu’une séverité combinée d’environ 2,08 a permis
une bonne délignification, un bon rendement en lignine récupérée sous forme EOL et enfin
une trés faible production de furanes dans la phase aqueuse. Dans la seconde partie de ce
chapitre, on a tout d’abord réalis¢ une étude spectroscopique et chromatographique
comparative entre la lignine organosolv et la lignine de bois broy¢ qui montre que la lignine
organosolv est une lignine relativement peu modifiée. Une étude de I’impact de la séverité du
traitement sur la structure chimique des EOL extraites a été ensuite envisagée. Nos résultats
ont montré qu'une augmentation de la séverité de traitement aboutit a un accroissement des
réactions de déshydratation des chaines latérales de la lignine, une augmentation du degré de
condensation de la lignine et de la concentration des groupements phénoliques ainsi qu’une
forte diminution de la masse moléculaire. Nos résultats d’analyse spectroscopique ont
¢galement montré que des traitements organosolv réalisés avec des conditions de sévérité
classiquement utilisées dans la littérature conduisent a une hydrolyse prépondérante des

liaisons a-aryles éthers.
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Chapitre II1. Prétraitement de Miscanthus x
Giganteus
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II1. Introduction

Les traitements hydrothermiques se référent a 1’utilisation de 1’eau, sous son état de
liquide ou de vapeur, pour traiter la biomasse lignocellulosique [Laser et al. 2002]. Ces
traitements sont désignés dans la littérature par les termes suivants: autohydrolyse [Lora et
Wayman 1978, Garrote et al. 1999], extraction ou liquéfaction aqueuse [Saska et Ozer
1995], hydrothermolyse [Bonn et al. 1983, Kubikova et al. 1996], préhydrolyse a 1’eau

[Conner 1984] et traitement a la vapeur ou explosion a la vapeur [Ramos et al. 1992].

L’autohydrolyse des polysaccharides est une méthode de dégradation douce qui suit le
méme mécanisme qu’une hydrolyse acide. Elle consiste en ’hydrolyse des polysaccharides en
utilisant comme catalyseur les ions hydroniums générés par la réaction. L’acidité est ici
apportée par 1’hydrolyse des groupements acétates des hémicelluloses ainsi que par les
fonctions carboxyles et/ou sulfates des polysaccharides. Ce procédé est décrit comme
permettant une hydrolyse sélective des hémicelluloses et par conséquent la séparation de la
biomasse lignocellulosique en deux fractions : un extrait aqueux composé principalement
d’hémicelluloses et ses dérivés, et un résidu solide composé de cellulose presque intacte et de
résidu de lignine [Van Walsum et al. 1996, Garrote et al. 1999]. L’autohydrolyse est un
procédé technologique respectueux pour I’environnement qui a suscité I’intérét de plusieurs
travaux [Weil et al. 1998, Garrote et al. 1999]. Cette technique est avantageuse et attractive
du fait de 1’absence de produit chimique ajouté, du taux de récupération élevé des pentoses, de
I’absence de produit inhibiteur généré et d’'une diminution de la quantité de déchets issus du

prétraitement [Ogier et al. 1999].

Divers travaux ont étudi¢ I’impact des conditions opératoires de I’autohydrolyse sur
différentes matieres premieres lignocellulosiques. La séverité du traitement d’autohydrolyse
varie dans un intervalle de température compris entre 130 et 230 °C et un temps de
prétraitement qui varie de quelques secondes jusqu’a plusieurs heures [Capek-Ménard et al.
1987, Saska et Ozer 1995]. Pour des conditions opératoires séveres, le xylose provenant de
I’hydrolyse des hémicelluloses peut se dégrader en furfural qui, a son tour, peut se
transformer en d’autres produits de dégradation. La cellulose contenue dans la biomasse
lignocellulosique est pratiquement non hydrolysée sous les conditions d’autohydrolyse

généralement utilisées dans la littérature (< 230 °C) [Abatzoglou et al. 1990, Aoyama et al.
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1995, Biermann et al. 1984, Carrasco et al. 1994, Garrote 1999, Saska et Ozer 1995]. En
ce qui concerne la lignine, normalement son hydrolyse débute en faible proportion entre 150

et 180 °C dans les milieux neutres [Bobleter 1994, Garrote 1999].

Il a été montré que I’utilisation de conditions de prétraitement par autohydrolyse a
forte séverité (température et temps réactionnel élevés), le taux de délignification par le
procédé Kraft ainsi que la solubilité de la lignine diminue [Leschinsky et al. 2008, Sixta
2006]. Une explication proposée par Li et Lundquist (2000) pour cette difficulté a extraire la
lignine repose sur la repolymérisation et la recondensation de la lignine par la formation de
nouvelles liaisons B-B, -1 et B-5. Wayman et Lora (1978) ainsi que Li et Gellerstedt (2008)
ont confirmé une amélioration de I’extraction de la lignine apreés la réalisation d’un
prétraitement par autohydrolyse en présence du 2-naphtol qui agit comme un piégeur de la

recondensation de la lignine.

Récemment, au sein du LERMAB, un prétraitement du MXG par hydrolyse acide en
présence d’acide sulfurique comme catalyseur a été optimisé [Brosse et al. 2009, Brosse et
al. 2010]. Les résultats obtenus ont montré une trés bonne récupération des hémicelluloses
dont 70 % de xylanes et une grande partie des autres sucres. 80 % des xylanes ont été
récupérés sous forme de monosaccharides. De plus, ce prétraitement a permis une meilleure
délignification organosolv et une trés bonne conversion de la cellulose en glucose par

hydrolyse enzymatique.

Dans ce contexte, ce chapitre consiste a examiner un protocole de délignification en
deux étapes : un prétraitement par autohydrolyse suivi par un traitement organosolv réalisé

avec une faible sévérité.

La premiere partie de ce travail porte sur une étude du suivi cinétique et une analyse
chimique des produits issus d’une réaction d’autohydrolyse a 130, 140 et 150 °C. Il s’agit
d’optimiser la récupération des sucres et notamment du xylose. Une étude physicochimique a
été réalisée sur la structure de la lignine de bois broyé (MWL) de MxG extraite a partir des
résidus solides obtenus apres autohydrolyse. Le traitement organosolv a ensuite été réalisé sur
les résidus solides obtenus par les conditions optimales. Nous avons pu visualiser I’effet du

prétraitement par autohydrolyse en absence et en présence du 2-naphtol.
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Enfin, une étude préliminaire de D’effet d’un prétraitement enzymatique sur le
processus de délignification par le traitement organosolv en utilisant un cocktail industriel

d’enzymes cloturera les travaux de ce chapitre.
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II1.1. Prétraitement par autohydrolyse

HI.1.1. Suivi cinétique de la production des sucres et des produits de dégradation en
phase aqueuse

Trois séries d’expériences d’autohydrolyse a température constante (130, 140 et
150 °C) ont été réalisées pour étudier I’effet de la durée du traitement (de 1 h a 43 h) sur la
composition des résidus solides et des hydrolysats. A la fin de chaque prétraitement, les
résidus solides récupérés par filtration ont été analysés en mesurant le taux de lignine de
Klason, de glucane et xylane et d’arabinane. Les phases aqueuses sont également analysées.
Ainsi, la figure 34 rassemble les valeurs de pH et des teneurs en furane de la phase aqueuse

pour chaque condition. Ces valeurs numériques sont également reportées dans 1I’annexe 7.

Comme prévu, quelle que soit la température envisagée, nous constatons une
augmentation de 1’acidité¢ du milieu réactionnel (due a la formation d’acide acétique durant
I’hydrolyse) ainsi que du taux de furanes (formés par dégradation des sucres simples en

solution) en fonction de la durée du traitement.

- 6
E 5.5
- 5 —+—Furanes-130°C
—_ 54.5 —a—Furanes-140°C
F - —+—Furanes-150°C
® -4 I
g - & ——pH-130°C
s F 35 g pH40C
= -
L F 3 —A—pH-150°C
- 2,5
T . 2

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
Temps [h]

Figure 34. pH et pourcentage de furanes récupéré dans les phases aqueuses par autohydrolyse en fonction
du temps et de la température
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A 130 et 140 °C, le taux de furanes augmente d’une facon réguliere avec la durée du
traitement tandis qu’a 150 °C, l’allure de la courbe est différente: on observe une
augmentation beaucoup plus importante pour atteindre un maximum de 5,5 % de la masse
initiale (voir annexe 7) aprés 20 h de traitement approximativement, suivie d’une diminution,
probablement due a une dégradation ultérieure des furanes en acides carboxyliques

[Nabarlatz et al. 2004].

Les figures 35 et 36 représentent respectivement la variation des xyloses et la variation
des autres sucres présents en phase aqueuse pour chaque température de traitement (130, 140
et 150 °C). Les valeurs numériques sont rassemblées dans le tableau de I’annexe 8. Comme le
montre les figures 35 et 36, les concentrations en xylose sont beaucoup plus élevées que
celles des autres sucres. Cette observation est en accord avec la teneur élevée en xylane pour
le miscanthus observée dans le chapitre 1. On constate que pour les 3 températures, un
maximum d’environ 43 % de la teneur initiale en xylane (23 %) a été récupérée en phase

aqueuse.
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Figure 35. Pourcentage de xylose récupéré en phase aqueuse aprés autohydrolyse a 130, 140 et 150 °C en
fonction du temps réactionnel
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Figure 36. Composition des phases aqueuses en sucres, autres que xylose, aprés autohydrolyse a 130 °C,
140 °C et 150 °C en fonction du temps réactionnel
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Concernant les concentrations en sucres dans la phase aqueuse, la tendance générale
est la méme. Pour les 3 températures étudiées, on constate une augmentation des
concentrations avec le temps réactionnel pour atteindre un maximum puis une décroissance
probablement due a une dégradation ultérieure des sucres dans le milieu réactionnel. Les
maxima sont atteints a des temps différents. Le maximum pour le xylose est atteint vers 25 h
pour 130 °C, 16 h pour 140 °C et 8 h pour 150 °C, pour I’arabinose le maximum est atteint
vers 10 h pour 130 °C, 5 h pour 140 °C et 1 h pour 150 °C ce qui confirme une grande
sensibilité a I’hydrolyse des arabinanes [Lee et al. 2009, Garrote et al. 2004]. En ce qui
concerne le glucose, sa teneur est faible en phase aqueuse apres autohydrolyse : a 130 et
140 °C un maximum de ~ 2 % (m/m) de glucane est hydrolysé en phase aqueuse, alors qu’a
150 °C, une hydrolyse de ~ 4 % de glucane a été observée vers 15 h de traitement. Cette
observation d’une concentration légerement élevée de glucose pour les conditions les plus

séveres (150 °C > 15 h) pourrait indiquer une hydrolyse partielle de la partie cellulosique.

Comme observé précédemment la concentration en xylose dans la phase aqueuse
atteint un maximum vers 25 h pour 130 °C, 16 h pour 140 °C et 8 h pour 150 °C. Il est
remarquable que ces trois conditions opératoires présentent le méme facteur de séverité (log
Ry ~ 4,1). Ce facteur décrit ou correle la séverité du traitement en fonction de la température
et du temps ou Trer= 100 °C selon 1’équation suivante : LogR , = Log(t - exp[T — Ty, 1)/14,7
[Montane et al. 1998]. En présence de catalyseur acide, les valeurs de pH sont prises en
compte par ['utilisation de la formule de sévérité combinée (SC) comme dans le cas du
chapitre 2 [Chum et al. 1990]. Dans la présente étude, I’autohydrolyse est réalisée sans
catalyseur et dans notre cas les valeurs de pH a la fin de chaque traitement sont trés proches

(pH ~ 3,5 +£ 0,05) I’équation du facteur de sévérité a été utilisée sans corrélation du pH.

I11.1.2. Composition des résidus solides

La figure 37 ainsi que le tableau de I’annexe 9 rassemblent les compositions en
lignine, en cellulose, en xylose et en arabinose des résidus solides aprés autohydrolyse

réalisée a trois températures (130, 140 et 150 °C) en fonction du temps de traitement.
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Figure 37. Composition des résidus solides aprés autohydrolyse a 130, 140 et 150 °C en fonction du temps

Comme le montre la figure 37, on observe que les teneurs en lignine et en glucane ne
varient pratiquement pas en fonction de la température pour les trois températures
d’autohydrolyse (130, 140 et 150 °C) ce qui confirme que dans les conditions opératoires
utilisées, ces deux polymeres semblent peu affectés. Néanmoins, pour un traitement réalisé a
150 °C, on observe une légere augmentation en lignine de Klason apres 5 h de traitement ;
cette observation peut étre expliquée par la formation de « pseudo-lignine » provenant de la
repolymérisation des polysaccharides ou de produits issus de la dégradation des

polysaccharides sur les chaines de lignines [Jakobsons et al. 1995].
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En ce qui concerne les hémicelluloses, les résultats rassemblés sur la figure 34

montrent une tendance comparable pour les trois températures :

- La cinétique d’hydrolyse des xylanes est relativement faible a 130 °C; celle-ci augmente
avec la température du traitement. A 150 °C, environ 70 % des xylanes sont hydrolysés en 8 h
de traitement.

- Concernant les autres sucres présents en plus faible concentration dans la matiére premicre,
les arabinanes sont détectés durant les premiéres heures des traitements alors que les
galactanes et mannanes ne sont pas détectés, sans doute a cause d’une hydrolyse rapide des le

début du traitement.

Il apparait donc que la cinétique d’hydrolyse des hémicelluloses est largement affectée
par la température. A 130 et 140 °C la quantité d’hémicelluloses dans les résidus solides
diminue d’une fagon réguliere avec le temps de traitement et atteint un taux d’extraction
d’environ 50 % des hémicelluloses contenues initialement dans la biomasse. Cela correspond
a Dextraction des fractions d’hémicelluloses facilement hydrolysables (a faible poids
moléculaire). A 150 °C, on observe I’extraction de ces fractions facilement hydrolysables
durant les huit premiéres heures du prétraitement. Pour un temps de traitement plus élevé, on

observe une diminution de la vitesse d’hydrolyse.
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I11.2. Analyse physico-chimique des MWL aprés autohydrolyse

Les lignines de bois broyé¢ (MWL) ont été isolées a partir des résidus solides de MxG
obtenus apres autohydrolyse réalisée a 130, 140 et 150 °C et pour un méme facteur séverité

dans le but d’obtenir une image complete du changement de la structure de lignine.

Les spectres RMN C des trois autohydrolyses ont été analysés et comparés avec la
MWL native décrite dans le ler chapitre. Les attributions des signaux des spectres RMN °C

quantitatifs sont rassemblées dans le tableau 12.

Tableau 12. Signaux et attributions des spectres RMN B3C de la MWL native et aprés autohydrolyse

6 "C NMR Attributions RM’ 130 °C* 140 °C* 150 °C*
155-142 Aromatique C-O 1,93 1,75 1,71 1,85
142-124 Aromatique C-C 1,65 1,87 2,13 2,15
124-102 Aromatique C-H 2,50 2,49 2,28 2,10
90-58 Aliphatique-O 1,80 0,83 0,50 0,33
56 CH;0 1,30 1,37 1,37 1,41

*Valeurs présentés sont en nombre d’atome de carbone par motif aromatique
®* MWL de MxG native

MWL de MXG aprés autohydrolyse a 130 °C pendant 31 h

¢ MWL de MxG apreés autohydrolyse a 140 °C pendant 16 h

MWL de MXG apres autohydrolyse a 150 °C pendant 8 h

On observe dans le tableau 12 que pour un méme facteur de sévérité de traitement par
autohydrolyse (Log Ry~ 4,1) mais a trois températures différentes, les valeurs du nombre de
carbones aromatiques condensés (6 140-123 ppm) par noyau aromatique augmentent et celles
des carbones aromatiques protonés (6 123-106 ppm) diminuent avec la température. Cette
observation traduit une augmentation du degré de condensation. La région aliphatique (6 89-
58 ppm) des spectres RMN "°C représente les signaux relatifs des liaisons C-O des chaines
latérales des lignines. Il semble qu’une augmentation de la température influence fortement
les valeurs de signaux des liaisons C-O. Une forte diminution est constatée de 0,83 C par
groupement aryle a 130 °C jusqu’une valeur de 0,33 C a 150 °C. L’estimation de la quantité
en liaison B-O-4 a montré une diminution de ces structures pour la méme séverité mais en

augmentant la température (de 0,17 C a 130 °C jusqu’a 0,02 C a 150 °C).
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Les résultats des spectres quantitatifs réalisés par RMN du phosphore *'P sont
présentés dans le tableau 13. Comme le montre ce tableau, une augmentation de la
température est accompagnée par une diminution des hydroxyles aliphatiques. Cette
observation est probablement due a deux réactions simultanées : une réaction d’élimination
par catalyse acide des chaines latérales et la production des hydroxyles phénoliques provenant

du clivage des liaisons B-O-4.

Tableau 13. Valeurs des groupements phénoliques des MWL avant et aprés autohydrolyse estimées par
RMN *'P en mmol/g

3 *'P NMR Attributions Native” | 130 °C° | 140 °C* 150 °C*
145.5-150.0 1- Aliphatique OH 4,00 3,54 2,78 2,46
144.9 Cyclohexanole (IS)

136.5-144.5 2- Phénols 1,66 2,20 3,62 3,42
141.8-143.5 2a- OH syringyle 0,22 0,80 1,31 1,27
138.7- 140.1 2b- OH guaiacyle 0,67 0,93 1,55 1,47
137.2-138.1 2¢- OH p-hydroxyphenyle 0,64 0,47 0,76 0,68
134-135.7 3- Acide carboxylique 0,13 0,01 0,31 0,27

* Valeurs en mmol.g”’

® MWL de MxG native

MWL de MXG aprés autohydrolyse a 130 °C durant 31 h
¢ MWL de MXG aprés autohydrolyse a 140 °C durant 16 h
MWL de MXG aprés autohydrolyse a 150 °C durant 8 h

D’aprés ces résultats, il est remarquable de constater que l’augmentation de la
température pour un méme facteur de séverité de I’autohydrolyse ait un impact important sur
la dégradation de la lignine notamment concernant la diminution des liaisons [-O-4 et
I’augmentation du degré de condensation des lignines. Dans la littérature, il a ét¢ démontré
que les liaisons B-aryle éther sont dégradées en milieu acide: 1’acide acétique libéré a partir
des hémicelluloses joue un rdle de catalyseur pour la dépolymérisation de la lignine par
I’intermédiaire d’un clivage hétérolytique par catalyse acide qui pourrait également conduire a
des réactions concomitantes de repolymérisation de la lignine par formation de nouvelles
liaisons C-C (B-B, B-1,B-5) [Lora et Wayman 1978]. Dans notre cas, les valeurs de pH des
phases aqueuses a la fin des trois traitements par autohydrolyse sont légerement acides et trés
proches (pH ~ 3,5 £ 0,05). La différence d’acidit¢é du milieu entre les conditions
d’autohydrolyse ne permet donc pas d’expliquer les différences de structures observées au
niveau de la lignine. Par contre, il a ét¢ démontré qu’en milieu légérement acidifié, le clivage

homolytique précédé de la formation d’une quinone est favorisé [Li et Lundquist 2000 et
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Nimz 1966, voir figure 39-voie a]. Ce mode de fragmentation est responsable de la
dégradation de la lignine par le traitement d’explosion a la vapeur [Tanahashi 1990] et par
traitement mécanique dans le domaine des pates a papier [Johansson et Gellerstedt 2002].
Par conséquence, le clivage hétérolytique des liaisons aryle éther ne doit pas étre un modele
unique de la dégradation de la lignine mais une fragmentation homolytique peut également se

produire celle-ci serait favorisée par ’augmentation de la température de 1’autohydrolyse.
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I11.3. Prétraitement en deux étapes

Le traitement organosolv a été effectué sur le MxG natif et sur les résidus solides
récupérés apreés autohydrolyse pour une méme séverité du prétraitement (LogRy ~ 4,1)
réalisée a 130, 140 et 150 °C. L’autohydrolyse réalisée a 150 °C a été aussi effectuée en
présence du 2-naphtol (4 %, m/m par rapport a la masse séche) décrit dans la littérature
comme étant un réactif qui permet d’améliorer les rendements de délignification [Li et al

2007, Li et Gellesrstedt 2008].

Nous avons choisi de réaliser le traitement organosolv pour des conditions opératoires
a faible séverit¢ combinée de traitement (voir tableau 14). Ce choix de faible séverité de
traitement a été retenu dans le but de limiter la dégradation des sucres en furanes et ses
dérivés mais également pour étudier I’influence du prétraitement par autohydrolyse sur la

délignification.

Tableau 14. Conditions opératoire utilisés pour le traitement organosolv avec et sans prétraitement

t (min) T (°C) EtOH/H,0O H,S0O, (%) Ratio Séverité
(%) (liquide/solide) | combinée (SC)
60 170 °C 80 0,5 8/1 1,69

La figure 38 montre la teneur en lignine de Klason des résidus solides récupérés apres
le traitement organosolv et le tableau 15 rassemble tous les résultats obtenus en tenant compte
des 2 processus (organosolv + prétraitement), la composition des résidus solides et des phases
aqueuses, la quantité en EOL et en lignine soluble récupérée. Comme le montre la figure 38,
une SC de 1,69 du traitement organosolv sur le MXG non traité semble ne pas étre efficace et
les conditions utilisées ne permettent pas une solubilisation efficace de la lignine. Par contre,
une grande quantité de lignine est extraite a partir des résidus solides de MXG apres
autohydrolyse. Ainsi, en utilisant un procédé en deux étapes, 65 a 82 % de la lignine est
récupéré sous forme de EOL et de lignine soluble laissant un taux de lignine résiduelle faible

dans le résidu solide (~ 10 %, voir figure 38).
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Figure 38. Taux de ligne de Klason des résidus solides avec et sans prétraitement par autohydrolyse

Comme montré précédemment (voir paragraphe IIL2.) la principale raison de
I’augmentation de la délignification observée est liée a la dépolymérisation de la lignine par
I’intermédiaire d’un clivage des liaisons a-aryle éther. Néanmoins, pour les autohydrolyses
réalisées a 140 et 150 °C, le bilan du taux délignification (EOL + LS ~20 %, tableau 15) est
légérement plus faible que celui obtenu a 130 °C (EOL+LS ~23 %, tableau 15). Cette
observation peut étre expliquée par des réactions de condensation de la lignine par la
formation des liaisons C-C décrites dans le paragraphe précédant qui seraient responsables de

la diminution du taux de délignification a des températures plus élevées.

Ainsi, ce processus de repolymérisation de la lignine dii a sa condensation agit d’une
fagon négative en diminuant le taux de délignification. Par contre, il apparait que la présence
de 2-naphtol durant I’étape du prétraitement, agit positivement et améliore le taux de
délignification et la récupération de lignine sous forme EOL tout en laissant un résidu solide

final présentant une teneur en lignine tres faible (3 %, voir figure 38).

Ce résultat s’explique par un processus de dépolymérisation de la lignine par clivages
homolytique et hétérolytique des liaisons aryle ether accompagnés de 1’addition du naphtol
sur la chaine propyle de la lignine. En effet, le naphtol présentant une plus grande réactivité

chimique vis-a-vis des réactions de substitution électrophile aromatique que la lignine, celui-
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ci réagit préférentiellement avec le carbocation benzylique intermédiaire de la réaction de
dépolymérisation de la lignine en bloquant la position o et en limitant les réactions

d’autocondensation [Li et Gellesrstedt 2008, voir figure 39-voie b].

OCOR
clivage
Voie a homolytique * |
(B-0-4) » Repolymérisation
A . . et condensation de la lignine
|
OCOR OCOR 0
O D) ./ @
(e o I
H,0, H*
OH
’ N A S ROCO
— o} HO
: ©
= ® T @ )
2-naphthol O 0
Voie b - )
—_—

Figure 39. Mécanisme du clivage homolytique des liaisons B-aryle éther (voie a) et mécanisme réactionnel
de I’action du 2-naphtol (voie b)

Ainsi, en présence du 2-naphtol, on observe une augmentation de la dépolymérisation
de la lignine apres autohydrolyse qui permet la production de lignine de faible poids

moléculaire dont la solubilité est plus élevée en présence d’éthanol.

De fagon plus surprenante, en présence du 2-naphtol nous observons également une
meilleure récupération des sucres : des bons rendements en glucose et xylose solubles ont été
obtenus, accompagnés par un taux de furanes plus faible. Ce comportement serait
probablement associé¢ a la forte délignification observée qui, en augmentant la surface
spécifique du substrat [Del rio et al. 2010], améliorerait la diffusion de 1’eau et des ions
hydroniums a travers les pores de la biomasse et permettrait une hydrolyse importante

d’hémicelluloses tout en limitant la dégradation des sucres.
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Tableau 15. Bilan total de I’analyse des résidus solides et des phases aqueuses obtenus avec et sans

prétraitement

Condition
opératoire Résidu solide Phase liquide

LK* ASL" | Glu® [Xyl' | Ara® |[EOL' |LS® furans |Glu® |Xyl’ |Ara®
Sans 14,15 |13 10,1 0,35 0,33 |2,21 |1,19
prétraitement +0,28 |£0,01 |4580 |19,17 [0,97 041 |+0,5 |+0,03 |(0,04)(0,07) |(0,32)
Autohydrolyse 4,44 0,20 6,12 |1,40 4,54 112,63 [1,35
130°C31h +0,50 |+£0,02 |[37,55 |1,94 - 17,24 1+0,14 |+0,05 |(0,93) | (4,93) |(0,99)
Autohydrolyse 6,07 0,15 6,54 11,50 2,22 110,18 |1,23
140°C 16 h +0,50 |+0,02 [39.80 |4,32 - 12,74 1+0,12 |£0,04 |(0,34) | (5.,44) |(0,96)
Autohydrolyse 4,25 0,17 6,50 2,36 6,28 110,37 |0,99
150°C 8 h +0,30 |=+0,03 36,71 1,08 - 13,42 |+0,16 |+0,07 |(1,27) |(6,02) |(0,79)
Autohydrolyse
150 °C 8 h + 0,96 0,22 9,04 |1,35 10,55 116,70 | 1,45
2-Naphthol +0,10 |+0,02 (3594 |1,14 - 17,05 |+0,32 |+0,05 |(1,86) | (4,86) |(0,66)
Autohydrolyse
150 °C 8 h + 1,11 0,19 8,50 1,29 8,00 |14,00 |1,02
2-Naphthol +0,10 |+0,04 36,53 0,95 - 16,07 |+0,20 |£0,03 |(1,50) | (3,85) |(0,70)

%LK) Lignine de Klason "(ASL) Lignine soluble dans I’acide *(Glu) Glucose %(Xyl) Xylose (Ara) Arabinose f(EOL) lignine
éthanol organosolv #(LS) Lignine soluble
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I11.4. Observation par microscopie électronique a balayage du MxG natif et
traité

Des observations par microscopie électronique a balayage ont été effectuces et sont
présentées dans les figures ci-dessous :

a)

Figure 40. Image microscopique du : a) MxG Native, b) MxG aprés autohydrolyse et ¢) MxG aprés organosolv

Comme le montrent ces images, on voit que la surface du Miscanthus sans traitement
(figure 40-a) est intacte, tandis que I’image de cette biomasse apres autohydrolyse (figure 40-
b) montre une surface non homogene qui présente des trous et des déchirures. Ces
observations peuvent étre expliquées par ’extraction des xylanes traitée précédemment qui
fragiliserait la matiére premiere et permettrait une extraction plus facile de la lignine. La
figure 40-c montre apres extraction de la lignine par le traitement organosolv, un matériau

fibreux composé principalement des fibres de cellulose.
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I1L.5. Prétraitement par hydrolyse enzymatique

\

Cette partie de notre travail est une étude préliminaire consacrée a un procédé
biocatalysé. Ce choix se justifie par I'utilisation d’enzymes industrielles de faible cofit et
produites en grande quantité. Un cocktail enzymatique connu sous le nom de cellulyve
commercialisé par la société Sigma-Aldrich a été utilisé pour un prétraitement du MXxG. Nous
avons sélectionné ces enzymes car ils présentent des activités spécifiques pour I’hydrolyse des

xylanes.

I11.5.1. Suivie cinétique des pertes des masse en fonction de la concentration d’enzymes
et du temps

L’optimisation de I’effet de la concentration du cocktail enzymatique sur la perte de
masse a ¢té envisagée. Le tableau 16 rassemble les pertes de masse obtenues en fonction de la
concentration du cocktail enzymatique. Comme le montrent ces résultats, on observe une
corrélation entre la teneur en enzymes et les pertes de masse. Apres 6 jours d’agitation
continuelle a une température de 45 °C et en utilisant seulement I’eau comme phase liquide, le
meilleur résultat de perte de masse (12,5 %) a été obtenu pour une concentration d’enzymes

de 5 %.

Nous avons ensuite réalisé un suivi cinétique des pertes de masse de MXG en présence
du cocktail enzymatique (5 %). Le tableau 16 rassemble les valeurs de la moyenne des pertes
de masse en fonction du temps. Ces expériences ont ¢té réalisées 2 fois et en parallele. On

observe que I’activité du cocktail enzymatique a atteint son maximum des 24 h d’agitation.

Ces résultats ont permis d’optimiser le prétraitement enzymatique. Les conditions
opératoires (5 % du cocktail enzymatique, 24 h d’agitation) ont été retenues comme

conditions optimales pour la suite de notre travail.

Tableau 16. Pertes de masse du MxG en fonction de la concentration en enzymes pour 6 jours d’agitation
et suivie cinétique des pertes de masse pour 5 % d’enzymes

t (Jours) 6 6 6 6 1 2 3
Cellulive (%) 0 2,5 5 5 5 5
Perte de masse (%) 5,32 8,5 8,40 12,5 12,27 12,00 12,5
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II1.5.2. Prétraitement par hydrolyse enzymatique pour un traitement organosolv

L’influence du prétraitement enzymatique a été étudice par ’intermédiaire d’une étude
préliminaire sur le MXG pour voir son effet sur le traitement organosolv. Les résidus solides
obtenus apres prétraitement enzymatique (5 % enzyme, 24 h d’agitation) ont été traités par le

procédé¢ organosolv (SC ~ 1,69).

Les résultats des analyses des résidus solides et des phases liquides sont rassemblés
dans le tableau 17. On observe que le prétraitement enzymatique aboutit a un bon rendement
de délignification du MXG. Comparé au procédé organosolv réalisé sans prétraitement et apres
autohydrolyse, un meilleur rendement en lignine sous forme EOL ainsi qu’en sucre a été
observé. Le pourcentage de lignine de Klason dans le résidu solide est plus faible que celui
obtenu apreés autohydrolyse et se rapproche de la valeur du pourcentage de lignine apres
autohydrolyse en présence du 2-naphtol. Ce résultat prometteur s’explique par les conditions
réactionnelles utilisées: 1’hydrolyse enzymatique est un procédé réalisé¢ dans des conditions
particulierement douces (45 °C) permettant une fragilisation de la matrice qui relie les
hémicelluloses, la cellulose et la lignine tout en limitant la modification et la condensation de
la lignine permettant ainsi I’élimination d’environ 99 % de la masse initiale de lignine qui
compose notre biomasse. Le résultat obtenu confirme donc la conclusion du paragraphe I11.3
qui met en relation 1’état de condensation de la lignine et I’efficacité du processus de

délignification.

Tableau 17. Résultats des analyses des résidus solides et des phases liquides en combinant le prétraitement
enzymatique et le traitement organosolv

Condition
opératoire Résidu solide Phase liquide

LK* |ASL® | Glu® |Xyl' | Ara® |EOL’ |LS® | furanes|Glu® |Xyl' |Ara®
Hydrolyse 1,80 0,31 7,12 10,52 3,71 | 14,64 |2,02
enzymatique +0,05 |+0,03 |37,00 |3,58 - 14,66 |+0,18 |+0,02 |[(1,57) | (6,28) | (0,57)

%LK) Lignine de Klason "(ASL) Lignine soluble dans I’acide *(Glu) Glucose %(Xyl) Xylose ‘(Ara) Arabinose T(EOL) lignine
éthanol organosolv (LS) Lignine soluble
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II1.7. Conclusion

Un procédé de traitement en deux étapes, impliquant une autohydrolyse préalable au
traitement organosolv a été étudié. Cette préhydrolyse peut étre considérée comme un procédé
vert puisqu’il utilise uniquement de I’eau comme réactif et solvant. Une analyse chimique
détaillée des résidus solides et des hydrolysats a ét¢ menée afin d’établir les conditions
optimales du traitement. Cette hydrolyse facilite 1’étape ultérieure de délignification
organosolv en déstructurant la lignine. De plus, il a été démontré que pour une méme sévérité
de traitement et pour trois températures différentes, I’augmentation de la température avait un
impact sur la structure de la lignine. L’étude de I’impact de la température de 1I’autohydrolyse
sur la structure chimique de la lignine de bois broyé (MWL) contenue dans le résidu solide a
été menée et a permis une optimisation du procédé grace a 1’ajout d’un piégeur de

carbocations: le 2-naphtol.

Un essai préliminaire de prétraitement enzymatique réalisé dans des conditions douces
s’est révélé tout a fait prometteur et nous a permis d’obtenir un excellent rendement de

délignification accompagné d’une dégradation des sucres particulicrement faible.
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Chapitre I'V. Applications pour la lignine
¢thanol organosolv (EOL) de MxG
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IV. Introduction

La lignine est un polymere naturel qui présente des applications importantes. La
lignine commerciale est actuellement un co-produit de ’industrie de la pate a papier qui est,

dans une grande proportion, utilisée pour la production d’énergie.

Pourtant, compte tenu de sa structure chimique, la lignine pourrait constituer une

source de matieres premicres dans les secteurs de 1’alimentation et des matériaux.

Depuis quelques années, on constate un intérét industriel croissant pour le
développement d’adhésifs naturels ou verts pour le bois pour remplacer les résines
synthétiques. Cet intérét est dii a ’augmentation et a la fluctuation du prix du pétrole. De plus
la protection de I’environnement est devenue un enjeu au niveau mondial. Historiquement,
dans la fabrication des premicres colles pour le bois, I’homme a cherché a utiliser des produits
naturels comme les extraits de poisson ou le blanc d’ceuf. Au vingtiéme siécle sont apparus
les adhésifs synthétiques industriels. Les adhésifs thermodurcissables les plus utilisés
aujourd’hui dans I’industrie du panneau de bois sont les résines urée-formaldéhyde
(80-85 %), mélanine-urée-formaldéhyde (10-15 %), phénol-formaldéhyde (3-5 %), et
isocyanate (1-2 %). Ainsi, la plupart des adhésifs employés pour la production des panneaux
dérivés du bois utilisent des polymeres d’origine fossile et le formaldéhyde comme agent de
réticulation. En raison de la reclassification recommandée du formaldéhyde comme étant une
substance cancérigéne pour 1’homme (ICRC, 2004), les nouvelles normes japonaises
concernant les émissions de formaldéhyde des adhésifs pour le bois sont devenues tres
restrictives et font face a une demande accrue aux résines a faible ou sans émission de
formaldéhyde. Une solution alternative pourrait donc étre 1’utilisation des adhésifs a base de
polymeres €co-sourcés (tannins et/ou de lignine) en 1’absence de formaldéhyde. L’utilisation
de I’hexamine comme un agent durcisseur dans la préparation des adhésifs est acceptée par
les normes japonaise JIS A5908 (1994). L hexamine n’est pas considérée comme une source
de formaldéhyde en présence des flavonoides condensés [Pichelin et al. 2006, Kamoun et al.
2000]. Dans la littérature, il existe de nombreux travaux sur l’utilisation de la lignine comme
précurseur pour adhésifs [Abe 1987, Feldman 2002, Lewis et Lantzy 1989, Nimz 1983,
Pecina et Kuchne 1995]. Malgré ce grand nombre de publications qui s’y intéresse, les

utilisations industrielles de colles vertes a base de lignine sont encore trés limitées. En
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laboratoire, des colles vertes a base de fractions de lignines issues de 1’industrie papeticre ont
récemment été préparées avec succes et des panneaux de particules présentant des
caractéristiques mécaniques proches de la norme européenne ont été obtenus [Lei et al. 2008,
EL Mansouri et al. 2007]. Mais, a notre connaissance, aucun travail n’a été réalisé sur la
préparation de colles vertes a partir de la lignine de Miscanthus x Giganteus extraite par le

traitement éthanol organosolv.

Depuis les années 90, de nombreux travaux s’intéressent a 1’activité antioxydante
potentielle d’extraits de plantes lignocellulosiques destinés aux domaines de la santé et de
I’alimentation. Les travaux de Mitjans et Vinardell (2005) ont montré que les plantes
constituées de lignine possedent des activités bénéfiques pour la santé en tant
qu’antibactériens, antiparasitiques, antitumoraux, antiviraux, et autres. La lignine extraite a
partir de différentes sources a été reportée dans la littérature comme étant un polymere
possédant des propriétés antioxydantes et un réactif piégeur radicalaire efficace qui stabilise
les réactions induites par 1’oxygene et ses espéces radicalaires dues aux divers groupements
fonctionnels qui la structure [Dizhbite 2004, Vinardell et al. 2008, Sakagami et al. 1992,
Dizhbite et al. 2004]. L’activité antioxydante de la lignine a été largement étudiée; elle
dépend énormément de la nature des biomasses lignocellulosiques a partir desquelles elle est
extraite, des procédés d’extractions utilisés et des traitements appliqués durant 1’étape
d’isolation et de purification. Récemment, Garcia et al. (2010) ont présenté une étude
comparative de I’effet de traitement par autohydrolyse, de traitement a la soude et organosolv
sur I’activité antioxydante de la lignine de Miscanthus Sinensis. Mais a notre connaissance,
I’effet de la séverité du traitement éthanol organosolv sur les propriétés antioxydantes des

lignines de MxG extraites n’a jamais été étudié.

Dans ce contexte, le présent chapitre a pour objectif de montrer des applications pour
la lignine organosolv de MXG dans le domaine des adhésifs pour panneaux de particules et

dans le domaine des antioxydants.

Dans ce cadre, la premiere partie de ce chapitre montrera la possibilité de préparer un
adhésif vert a base de lignine organosolv de miscanthus. La résine préparée servira a élaborer
des panneaux de particules dans lequel un aldéhyde non toxique et peu volatile (le glyoxal)

est employé en remplacement du formaldéhyde.
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Dans la deuxiéme partie de ce chapitre, nous nous intéresserons aux propriétés
antioxydantes des lignines organosolv extraites; une ¢tude de I’effet de la variation de la
séverité du traitement éthanol organosolv et des groupements fonctionnels hydroxyles des

lignines extraites sur les propriétés antioxydantes sera menée en utilisant la méthode de

I’inhibition de I’oxydation du linoléate de méthyle.
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IV.1. Adhésifs pour panneaux de particules a partir de la EOL

On s’est intéressé a 1’utilisation d’une des fractions de lignine organosolv extraite dans
le chapitre 2 pour la production d’adhésifs pour le bois. Afin d’utiliser la lignine organosolv
dans une formulation adhésive, il est nécessaire de I’activer dans un premier temps par
’utilisation d’un agent de réticulation. Dans le cadre de notre étude, nous nous sommes
intéressés a I’utilisation de glyoxal, un dialdéhyde non toxique et peu volatile. L’hexamine a

été ajoutée en faible quantité comme agent durcisseur.

IV.1.1. Glyoxalisation de la lignine organosolv et analyse par RMN B¢

La glyoxalisation de la lignine organosolv de miscanthus a été réalisée par action du
glyoxal sur la lignine dans un milieu basique. Le spectre RMN °C de la lignine organosolv
(EOL4) comparé avec le spectre de la lignine apres glyoxalisation (figure 41) indique que les
conditions utilisées dégradent et modifient énormément le polymere; la région aliphatique
(89-58 ppm) révele un signal tres faible correspondant a la zone aliphatique C-O de la chaine
latérale propylique de la lignine. Cette observation indique que les liaisons aryles ethers (p-O-

4 et a-O-4) sont fortement affectées par ce traitement.

Quelques pics aprés glyoxalisation apparaissent dans le spectre de RMN °C : le plus
important est le pic a 61 ppm qui correspond au groupement benzyle alcool formé par la
réaction du glyoxal avec la chaine ortho des motifs aromatiques de la lignine phénolique.
Comme proposé ailleurs par E1 Mansouri et al. (2007), le signal a 181 ppm est attribué au
motif L-CH,-COO;Na di a une dismutation de type « Cannizzaro », réaction du glyoxal dans

I’eau [Salomaa 1956, Arcus et Jackson 1964].
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Figure 41. Spectres RMN “C quantitatifs de la lignine EOL4 dans du DMSO (A) et de la lignine aprés
glyoxalisation dans du D,O (B)

IV.1.2. Préparation d’adhésifs et analyse par TMA

Des travaux antérieurs ont démontré que, contrairement aux tannins, la lignine
glyoxalée (GL) présente de médiocres propriétés adhésives et ne peux pas étre utilisée seule
comme adhésif pour le bois [Lei et al. 2008]. C’est pourquoi une formulation contenant
50 % de lignine de miscanthus glyoxalée et 50 % de tannin de mimosa a été préparée et
évaluée par TMA pour étudier les réactions de polymérisation et de durcissement de la résine

en fonction de la température.
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Figure 42. Module d'élasticité de la lignine organosolv glyoxalée en fonction de la température obtenue
par analyse thermomécanique (TMA)
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Le résultat de I’analyse thermomécanique (TMA) des résines préparées est représenté
sur la figure 42. Le résultat obtenu nous enseigne qu’une température de 190 °C semble étre
suffisante pour un durcissement total de 1’adhésif. De plus, d’apres la figure 42, on constate
un signal intense vers 100 °C qui correspond une réaction de réticulation initiale par la
formation d’un pont non-stable. Ce comportement est caractéristique de différentes résines
phénoliques [Garcia et Pizzi 1998]. Précisément dans notre cas, la résine conduit a une
réaction de réticulation par formation de ponts méthyléne éther (-CH,OCH;-) instables dans
les conditions de I’expérience qui évoluent avec une augmentation de température vers la
formation de ponts méthyléne stables (-CH,-) et avec émission d’une molécule de
formaldéhyde. Le formaldéhyde ainsi produit réagit a son tour avec les tannins pour conduire

a des réactions de réticulations ultérieures.

IV.1.3. Elaboration des panneaux de particules et analyse des propriétés mécaniques

Apres les résultats de TMA obtenus précédemment, deux panneaux de particules ont
été finalement préparés (comme le montre la figure 43), selon les conditions opératoires

rassemblés dans le tableau 18.

Figure 43. Photographie d’un panneau de particules préparé avec une colle a base de lignine organosolv
de MxG

Le premier panneau de particule a été préparé selon une formulation incluant des
particules de bois avec de la lignine EOL 4 glyoxalée et du tannin de Mimosa (50/50 %). La

masse volumique est égale a 695 kg/m® (bois/résine). Une température de 190 °C a été
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appliquée pendant le pressage dont la durée de temps est de 7,5 minutes, conformément aux
exigences industrielles. L’analyse mécanique de ce premier panneau de particules a révélé une
valeur de la force de liaison interne encourageante de 0,33 MPa, trés proche de la valeur

correspondant a la norme européenne en vigueur (0,35 MPa).

On constate dans le tableau 18 que I'utilisation d’une formulation contenant 60 % de
tannins et 40 % de lignine glyoxalée permet d’améliorer considérablement les propriétés
mécaniques du panneau de particules: ainsi une valeur de 0,41 MPa a été obtenue, valeur

nettement supérieure a la norme européenne [Pizzi et al. 1993].

Ces résultats préliminaires concernant 1’utilisation de la lignine de MXG extraite par le
procédé organosolv montrent la possibilité d’utiliser cette lignine dans le domaine des

adhésifs pour panneaux de particules.

Tableau 18. Conditions opératoires et caractérisation mécanique des deux panneaux de particules
¢élaborés

Masse Force de liaison interne (IB)
Temps de pressage | Température | volumique
Résines (min) (°O) (kg/m3) N/mm? = MPa
EOL (50 %) + tannins
de Mimosa (50 %) 7,5 195 695 0,33 + 0,02
EOL (40 %) + tannins
de Mimosa (60 %) 7,5 195 696 0,41 + 0,05
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IV.2. Etudes des propriétés anti oxydantes des lignines organosolv

L’activité antioxydante peut se mesurer de différentes manicres, par des méthodes
biochimiques ou par des méthodes purement chimiques. Elle est généralement étudiée en se
référant a I’oxydation de divers substrats organiques. Nous avons utilisé dans cette étude une

méthode basée sur I’inhibition de I’oxydation de linoléate de méthyle (figure 44).

CH; (CHa)s v '(CH2);COOCH;

Figure 44. Structure du linoléate de méthyle

IV.2.1. Inhibition de I’oxydation du linoléate de méthyle (LH)

Nous avons étudié¢ l'influence des lignines EOL extraites a différentes séverités sur
l'oxydation induite de LH afin d'établir qualitativement un classement de leur pouvoir
antioxydant en comparant les vitesses de consommation d’oxygeéne en présence et en
I’absence de lignine. Durant ces expériences, la consommation d'oxygene au cours du temps
est suivie par mesure manométrique. La figure 45 montre un exemple d’une courbe d’un
témoin (sans antioxydant) comparée avec une autre courbe obtenue en présence d’un agent

antioxydant.

Nous calculons ensuite 1’activité antioxydante (AAO) qui est définie en comparant la
consommation d’oxygene en un temps donné en présence des lignines par rapport a la

consommation d’oxygene en absence des lignines (témoin), comme [’illustre la figure 45.
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Figure 45. Calcul de ’activité antioxydante (AAO)

Les résultats des analyses des propriétés antioxydantes des lignines sont portés sur la
figure 46. Notons que, bien que I’acquisition de la pression soit quasi-continue (voir annexe
10), nous avons porté les données sous forme de lignes, pour plus de clarté. Comme on peut le
voir sur la figure 46, toutes les lignines étudiées inhibent 1’oxydation de LH induite par

I’AIBN. Cependant, leurs pouvoirs antioxydants sont trés variables.
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Figure 46. Influence des lignines (0,2 g/L) sur la consommation d’oxygéne lors de I’oxydation de LH
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On rassemble dans le tableau 19 les valeurs des activités antioxydantes calculées ainsi
que les quantifications des motifs hydroxyles phénoliques déterminées par RMN *'P (cf.

chapitre 2).

Tableau 19. Activités antioxydantes des échantillons de lignines 4 4 h

Nom | SC | OH phénolique | AAO (%)
EOL3 1,75 2,34 47,92
EOLA4 | 2,08 2,72 69,17
EOL5 2,38 2,71 82,08
EOL6 | 2,77 4,04 88,10
EOL7|2,93 3,93 84,58
EOLS | 3,02 - 92,50

On constate que le pouvoir antioxydant varie en fonction de la nature des fractions de
lignine utilisées. Les valeurs des AAO estimées pour les lignines nous ont permis de classer
les lignines organosolv par ordre croissant variant de EOL3 qui est la lignine dont les
propriétés antioxydantes sont les plus faibles jusqu’a EOL7 (propriété antioxydante les plus
¢levées). Afin de comprendre ces résultats, nous représentons dans les figures 47 et 48 le
pouvoir antioxydant des lignines en fonction de la séverité combinée du traitement et la

concentration en groupes OH phénoliques (mmol.g™") respectivement.
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Figure 47. Effet de la sévérité combinée sur ’activité antioxydante
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Figure 48. Variation de ’AAQO en fonction du nombre de moles des OH phénoliques des lignines

D’apres la figure 47, on observe qu’il y a une assez bonne corrélation entre 1’activité
mesurée par la méthode de I’oxydation de LH et la sévérité combinée de traitement. L activité

antioxydante augmente avec la séverité combinée du traitement organosolv.

La figure 48 montre qu’il y a aussi une corrélation entre 1’activité¢ antioxydante et la
teneur en groupements hydroxyles phénoliques des lignines, tres certainement impliqués dans

les phénomenes d’antioxydation [Barclay et al. 1997, Dizhbite et al. 2004].

I1 est indiqué dans la littérature que la masse moléculaire moyenne ainsi que I’indice
de polydispersité les plus €levés jouent un facteur important dans la diminution de I’activité
radicalaire de la lignine [Pan et al. 2006]. La masse moléculaire moyenne la plus élevée
correspond a des lignines dont les propriétés antioxydantes sont plus faibles. D’apres les
résultats présentés dans le chapitre 2, la masse moléculaire moyenne des lignines diminue
avec la séverité combinée de traitement. Cette diminution est due a la dépolymérisation de la
lignine, le clivage des liaisons esters qui permet I’augmentation des motifs OH phénoliques
(Ar-OH). En d’autres termes, la lignine de faible masse moléculaire posséde une teneur plus
importante en motifs hydroxyles aromatiques. Cela explique les résultats des propriétés
antioxydantes des lignines qui augmentent avec la sévérité combinée du traitement, le nombre
de OH phénoliques et la diminution de la masse moléculaire. Ce comportement des propriétés
antioxydantes des lignines organosolv de MXG est en accord avec les travaux de Pan et al.
(2006). Leurs travaux ont montré que les propriétés antioxydantes les plus élevées

correspondent aux lignines de peuplier qui sont extraites par le traitement le plus sévere :
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(1) la température la plus élevée, (2) le temps de traitement le plus long et (3) I’acidité la plus

forte.

En laboratoire, on utilise généralement un inducteur (thermique ou photochimique)
pour la détermination des propriétés antioxydantes par le linoléate de méthyle. Rousseau-
Richard et al. (1988) ont montré qu’a faible avancement réactionnel, I'oxydation induite de
I’acide gras LH peut étre interprétée a I'aide d'un mécanisme radicalaire en chaine qui, dans sa

version la plus simple, se présente comme suit :

inducteur — 2 R- (a1)
R:+ O2—> RO2* (a2)
RO2:-+ LH — RO2H + L- (a3)

L-+ 02>« L0O2:(2)
LO2:+LH — LO2H + L- (3)

LO2-+ LO2:- = LO2L + O2(t1)
LO2:+L-— LO2L (t2)
L-+L:-— L2(13)
Les radicaux libres porteurs de chaine L- sont formés dans les processus (a1) a (a3) qui
constituent I’amorgage des chaines. Les processus (2) et (3) constituent la propagation des
chaines ; ils rendent compte de la steechiométrie principale (tant que les chaines sont longues)

d’oxydation :

LH + O2=LO:2H

Enfin, les porteurs de chaine L- et LOz2- participent aux processus de terminaison des

chaines (t1) a (3).

Dans notre cas, la lignine est donc un corps qui agit en rompant la chaine d'oxydation
en remplagant un radical porteur de chaine par un radical plus stable et qui ne participe pas a
cette chaine. Ainsi, on peut interpréter les propriétés antioxydantes d’un donneur d’hydrogene
(comme le sont de nombreux phénols), noté ®OH, en ajoutant au mécanisme d’oxydation les

processus suivants:
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LO2++ ®OH — LO2H + ®O- (4)
L+ + ®OH —>« LH + ®O- (5)

La capacité de piégeage des radicaux des composées phénoliques dépend non
seulement de la capacité a former un radical phénoxyle mais aussi de la stabilité de ce dernier.
Les structures phénoliques avec des substituants qui peuvent stabiliser les radicaux
phénoxyles ont une activité plus élevée que ceux qui n’en ont pas. Par exemple, des
substituants en position ortho tels que les groupes méthoxyles stabilisent les radicaux
phénoxyles par résonance. Les doubles liaisons conjuguées peuvent fournir une stabilisation
supplémentaire des radicaux phénoxyles par délocalisation. Toutefois, un motif carbonyle

conjugué a un effet négatif sur l'activité antioxydante.

Ainsi le phénomene d'inhibition par ces molécules consiste a remplacer les radicaux
LO2- et L- tres réactifs et a 1'origine de la réaction en chaine d'oxydation par les radicaux

phénoliques ®O- stables, et qui ne réagiront donc plus que dans des processus de terminaison.

OO+ OO — produit (t4)
LO2: +®0O- — produit (t5)
L+ ®O- — produit (t6)
La complexité de la molécule de lignine comparée a celle des tannins et flavonoides,
montre une difficulté pour attribuer cette activité antioxydante a un motif structurale bien

défini de sa structure [Okuda et al. 1991, Sakagami et al. 2005].
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IV. 3. Conclusion

Dans cette étude, nous nous sommes intéressés a trouver des applications pour la
lignine de MxG extraite par le procédé €thanol organosolv. La préparation d’adhésifs verts a
¢été réalisée avec succes en utilisant des formulations a base de la lignine de miscanthus et de
tannins de Mimosa. Des formulations glyoxalées a base de lignine organosolv de miscanthus
et de tannins de mimosa ont été réalisées et analysées par TMA. Les premiers panneaux de
particules a base de lignine de MXG, congus a partir de matieres premieres naturelles ont été
¢laborés avec succes. La possibilité d’utiliser la lignine organosolv de MXxG en tant
qu’antioxydante a ¢été mise en évidence. Les résultats ont montré que les propriétés
antioxydantes sont corrélées avec la séverité combinée des traitements, la masse moléculaire

moyenne et le nombre des groupements hydroxyles phénoliques.
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Ce chapitre se compose de deux parties. Dans la premiere, nous décrirons les matieres
premiceres, les produits chimiques, les dispositifs et les protocoles expérimentaux utilisés pour
la séparation des trois constituants essentiels de la biomasse (la lignine, la cellulose, et les
hémicelluloses), ainsi que les procédés de mise en ceuvre utilisés pour 1’élaboration d’adhésifs
vert pour application panneau de particules a partir de la lignine de MXG. Dans la seconde
partie, nous présenterons les principales techniques d’analyses, de caractérisations physico-

chimiques et morphologiques.

V.1. Matériels
V.1.1. Miscanthus x Giganteus (MxG)

Le miscanthus utilisé dans le cadre de ces travaux expérimentaux a été récolté en hiver
2008 a proximité d’un site local a Courcelles-Chaussy (Metz-France). La biomasse a été

broyée en particules et a été stockée dans un congélateur a -5 °C tout au long de notre étude.

V.1.2. Produits chimiques

Dans cette étude, tous les produits chimiques sont commercialisées par la société
Sigma-Aldrich et VWR international. Ils ont été utilisés tels qu’ils ont été recus, a l'exception

de p-dioxane qui a été distillé sur NaBH, avant d’étre utilisé.

V.2. Dispositifs et protocoles expérimentaux
V.2.1. Détermination du taux d’humidité

Le taux d’humidité est défini comme le rapport de la masse totale d’eau de la
biomasse sur la masse anhydre de la biomasse en question. La masse seéche de notre biomasse
a été¢ déterminée avant le début de chaque expérience par I’intermédiaire d’une balance
d’humidité. Un chauffage par lumiere infrarouge a une température de 105 °C a été appliqué
et le pourcentage de maticre seche a été calculé directement par la balance qui tient compte de

la masse initiale et de la masse finale.
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V.2.2. Réacteur Parr sous pression

Afin de réaliser différents traitements et prétraitements en phase aqueuse dans des
conditions thermiques qui dépassent les 100 °C, un réacteur Parr 4842 (volume = 600 ml),
sous pression avec contrdle de la température a été utilisé. Le réacteur est également équipé
d’un manometre qui permet de suivre la valeur de la pression interne. A la fin de chaque
expérience, le refroidissement du réacteur a été réalisé grace a un serpentin interne alimenté

en eau froide.

i
Figure 49. Réacteur Parr (4842) sous pression
V.2.3. Détermination du taux de cendres

La détermination du taux de cendres (ash content) est basée sur I'élimination des
matieres organiques d'un échantillon de matériau par calcination a une température définie
durant un temps donné. La détermination du taux de cendre du MxG a été réalisé grace a un
four régulé en température. Dans un premier temps, une masse anhydre supérieure a 1 g est
placée dans une coupelle en céramique. La biomasse est d’abord chauffée a 250 °C pendant 2
h puis & 500 °C pendant 4 h. Le résidu de cendre obtenu est pesé; le résultat est exprimé
en pourcentage qui correspond au rapport de la masse du résidu obtenu apres calcination sur

la masse initiale anhydre de 1'échantillon.
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V.2.4. Détermination de la composition chimique

Afin de déterminer la composition de la biomasse, les analyses du taux de lignine de
Klason et le taux de sucre ont été effectuées. Elle consiste a évaluer le résidu solide restant
aprés hydrolyse compléete des glucides (cellulose et hémicelluloses). Dans un premier temps,
la biomasse broyée finement est extraite au soxhlet en utilisant du dichloroéthane comme
solvant pour éliminer les extractibles. Une masse de 0,175 g (environ ou exactement) est
pesée puis mélangée dans des tubes coniques avec un volume de 1,5 ml d’une solution
d’acide sulfurique de densité égale a 1,6338 (normalisée TAPPI) préalablement préparée a
I’aide d’un densimetre. Le mélange est ensuite humecté pendant 1 h de fagon homogene par
un agitateur en verre a extrémité aplatie et a une température de 30 °C dans un bain marie
agitant. 42 ml d’eau distillée sont ensuite ajoutés afin d’avoir une concentration finale d’acide
sulfurique de I"ordre de 3 %. Les tubes sont bien fermés et mis dans un autoclave ou ils
subissent un chauffage a 121 °C pendant 1 h. Apres refroidissement, le mélange obtenu est
filtré sous vide modéré sur un verre fritté n° 3 préalablement séché et pesé a vide. Le filtrat
est placé dans une étuve a 105 °C pendant 24 h puis il est pesé apres refroidissement a
température ambiante dans un dessiccateur. La phase liquide est ensuite analysée pour

déterminer le taux de sucre.

V.2.5. Extraction de la cellulose

Dans un ballon de 250 ml une masse séche de 1,5 g de sciures de MxG (sans
extractible) est mélangées avec 125 ml d’eau désionisée. Ensuite, 1 g de chlorite de sodium
(NaClO,) et 1 ml d’acide acétique glacial (CH3;COOH) sont ajoutés. Le mélange est porté a
reflux sous agitation continuelle pendant 2 h a 70 °C. L’ajout de NaClO, et de CH3;COOH est
répété plusieurs fois jusqu’a 1I’obtention d’un résidu solide blanchatre (délignification totale).
Le précipité solide « I’holocellulose » est ensuite filtré sous vide sur un verre fritté n° 2. Ce
verre est préalablement séché et pesé a vide, il est lavé plusieurs fois a 1’eau désionisée puis il
est séché a 1’étuve pendant 24 h. Pour éliminer les hémicelluloses et extraire la cellulose pure,

I’holocellulose est traitée avec 2,5 N d’HCl a 100 °C pendant 4 h.
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V.2.6. Extraction de la lignine de bois broyé (MWL)

La MWL de MXG représentative de la lignine native a été extraite selon la méthode
décrite par Guerra et al. (2004) et Holtman et al (2006). Dans un premier temps, la
biomasse est broyée finement (0,50 mm) par un broyeur (SIEBTECHNIK) puis traitée par un
mélange binaire 1/2 (v/v) éthanol/toluéne pendant 24 h dans un soxhlet suivi d'un traitement a
I’éthanol seul pendant 24 h pour éliminer les extractibles. Ensuite, 50 g de MxG (sans
extractible) sont lavés deux fois avec une solution de dioxane/eau (96 % v/v) sous agitation
continuelle a 190 tr/min pendant 24 h dans 1'obscurité. Les extraits dioxane/eau sont combinés
et le volume de solvant est réduit a 100 ml a l'aide d'un évaporateur rotatif. Cette solution est
ajoutée goutte a goutte a l'eau DI (200 ml) en agitant, puis lyophilisée. Le lyophilisat
« MWL » est dissout avec de I’acide acétique a 90 % (20 ml) et il est ensuite précipité dans
I'eau DI (400 ml). La solution est centrifugée et le matériau solide est dissout dans du 1,2
dichloroéthane / éthanol (10 ml, 2:1 v/v) puis précipité dans 1'éther dié¢thylique (200 ml). La
solution est centrifugée et le solide est lavé a I'éther de pétrole (2 x 100 mL). La MWL
obtenue est séchée a 1'air puis dans un four sous vide toute la nuit (pression atmosphérique a

40 °C) avant analyse.

V.2.7. Prétraitement thermique par autohydrolyse

L’autohydrolyse ou traitement thermique en phase aqueuse est une méthode de
dégradation extrémement douce qui utilise ’eau comme solvant en 1’absence de catalyseur
acide. L’acidité est ici apportée par les fonctions carboxyles et/ou sulfates du polysaccharide.
Dans notre travail, I’autohydrolyse de MXG a été réalisée en phase aqueuse dans le réacteur
sous pression déja décrit précédemment. Un suivi cinétique des pertes de masse et
d’extraction des hémicelluloses a été réalisé pour trois températures différentes (130 °C,
140 °C et 150 °C) pendant un temps de traitement variant de 0 h a 43 h. Une masse connue de
MxG est mélangée avec de 1’eau DI (ratio 1/9 solide/liquide) dans le réacteur en acier. Le
chauffage est ensuite démarré. L’instant initial to est défini lorsque la température interne
atteint sa valeur de consigne. A la fin de chaque expérience et apres refroidissement, le
mélange est filtré sous vide en utilisant des filtres de cellulose de 0,45 um de porosité. Le
résidu solide est ensuite lavé 3 fois avec 100 ml d’eau chaude (50 °C). Une partie des résidus

solides et du liquide est séparée puis stockée a -5 °C avant analyse.
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V.2.8. Prétraitement par autohydrolyse avec du 2-Naphtol

Ce prétraitement consiste a immerger 10 g (masse seche) de MxG dans 100 ml
d’acétone contenant 400 mg de 2-naphtol en suivant la méthode décrite par Li et Gellerstedt
(2008). Le mélange est homogénéisé et humidifié pendant un certain moment puis évaporé
jusqu’a 1’état sec a température ambiante dans une sorbonne aspirante. La paille est ensuite

prétraitée par autohydrolyse comme décrit précédemment (T = 150 °C pendant t = 8 h).

V.2.9. Prétraitement enzymatique

Dans une fiole erlenmeyer de 100 ml, une masse de 10 g (masse séche) de MxG est
mélangée avec de 1’eau désionisée (ratio solide/liquide 1/7) en présence d’un cocktail
enzymatique industrielle (cellulive). Trois expériences sont réalisées en parallele dans un
dispositif agitant et chauffant, avec une vitesse d’agitation de 140 ppm, une température de
50 °C et en présence d’enzymes dont la quantité représente respectivement 1, 2,5 et 5 % de la
masse anhydre de MxG. Des suivis cinétiques des pertes de masse sont effectués pour une
durée maximale de traitement de 6 jours. A la fin de chaque expérience, le mélange est
centrifugé et lavé 3 fois avec de I’eau désionisée. Une partie des résidus solides et du liquide

est séparée et stockée a -5 °C avant analyse.

Figure 50. Agitateur chauffant
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V.2.10. Traitement Organosolv et extraction de la Lignine Ethanol Organosolv (EOL)

25 g (masse seche) de MXG sont traités avec un mélange d’éthanol/eau (65 a 80 %) et
en présence d'acide sulfurique comme catalyseur, en suivant les méthodes décrites par Pan et
al. (2006), (2007) et (2008). Le solide ratio liquide utilisé¢ est 1/8. Les traitements sont
effectués dans le réacteur Parr métallique décrit précédemment. A la fin du traitement, le
résidu solide prétraité est lavé avec un mélange éthanol/eau a 60 °C (8/1, 3 x 50,00 ml) puis
séché a l'air pendant la nuit. Les lavages sont combinés et 3 volumes d'eau sont ajoutés pour
précipiter la lignine éthanol organosolv (EOL), qui est ensuite collectée par centrifugation et
par filtration et enfin séchée a 1'air. Une partie des résidus solides et du liquide est séparée et

stockée a -5 °C avant analyse.

V.2.11. Glyoxalisation de la EOL et préparation d’adhésifs

Pour préparer les adhésifs, le protocole décrit par E1 Mansouri et al. (2007) a été
suivi. La lignine de miscanthus (29,5 parties en masse) est progressivement ajoutée a 38,4
parties d'eau. Une solution d'hydroxyde de sodium a 30 % est ajoutée périodiquement pour
maintenir le pH de la solution entre 12 et 12,5 et pour une meilleure dissolution de la lignine,
ce qui a également été facilitée par une agitation vigoureuse. Un flacon de 250 ml a fond plat
équipé d'un réfrigérant, d’un thermometre et d’un barreau magnétique est rempli par la
solution ci-dessus et chauffé a 58 °C. Apres la dissolution totale de la lignine, 17,5 parties en
masse de glyoxal (40 % dans 1'eau) sont ajoutées et la solution de lignine est maintenue a un
pH 12-12,5, sous agitation continuelle avec un agitateur magnétique sur une plaque chaude
pendant 8 heures. La fraction massique totale de solide est d’environ 37 %. Le glyoxal est un
aldéhyde non toxique (rat LD50 > 2960 mg / kg; LD50 souris > 1280 mg / kg) (Niosh 2000),
peu volatile et moins réactif que le formaldéhyde qui est toxique (rat LD50 > 100 mg / kg ;
LD50 sourie > 42 mg / kg) (NTIS). Une solution de tannins de Mimosa dans l'eau a été
préparée avec une concentration de 45 % et son pH ajusté a 10 avec une solution de NaOH
dans l'eau a 33 %. Il a été aussi ajouté 6 % (solides sur tannins de mimosa) d’hexamine
(solution a 33 % dans l'eau). Enfin la lignine glyoxalée a été mélangée avec cette solution de

tannins pour préparer 1’adhésif.
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V.2.12. Elaboration de panneaux de particules

Un panneau de particules de 350 mm x 300 mm x 16 mm de dimension a été préparé
en utilisant seulement des particules de bois de duramen d’hétre (Fagus sylvatica) et d’épicéa
norvégien (Picea abies). Une pression maximale de 35,7 kg/cm? et une température de 195 °C
ont été appliqués. La quantité totale d’adhésif par rapport aux particules de bois est de I’ordre
de 10 % en masse et le temps total de pressage est de 7,5 minutes. Le panneau de particules a

été testé mécaniquement pour déterminer la force de liaison interne.

Presse
Panneau de controle —

Figure 51. Systéme de mélangeage et de pressage pour I’élaboration de panneaux de particules
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V.3. Techniques d’analyses, de caractérisation physico-chimiques et
morphologiques

V.3.1. Analyse par chromatographie gazeuse et spectrométrie de masse (GC-MS) des
extractibles de MxG

Une masse de 5 g de Miscanthus natif est traité avec du dichlorométhane (DCM), en
utilisant un extracteur (soxhlet) pendant 6 h (36 cycles d’extraction). Le solvant est séché a
l'aide d'un évaporateur rotatif et le résidu est pesé afin d'obtenir la teneur en matieres
extractibles. Un échantillon de l'extraction est prélevée pour la caractérisation des extractibles
par GC-MS. Cet échantillon est concentré sous azote a température ambiante, puis les
extractibles sont dérivatisés par le N-methyl-N-trimethylsilyltrifluoroacetamide (MSTFA).
L'échantillon ainsi préparé est analysé en utilisant un systtme de GC-MS avec une injection
sans division. L'instrument utilisé est un Hewlett-Packard 5890 GC II équipé d’un détecteur
de masse sélective Hewlett-Packard 5971A. Une colonne en silice 0,25 mm x 60 m dB-5
garnie d'un support solide inerte et imprégné chimiquement de 25 um d’une phase
stationnaire est utilisée pour la séparation chromatographique. Les conditions opératoires de
la GC sont les suivantes: température initiale = 150 °C; temps initial = 5 min; vitesse de
montée en température = 15 °C / min, température finale = 280 °C, temps final = 25 min,
température d’injection = 250 °C. Le détecteur de masse est exploité en utilisant le mode
d'ionisation par impact électronique a 70 eV. La quantification des différents composants est
basée sur la superficie totale des pics apres ionisation. Le facteur de réponse GC de chaque

composé individuel est supposé étre le méme pour tous les calculs.
V.3.2. Analyse élémentaire
Les analyses élémentaires en carbone, en hydrogeéne, en oxygene et en azote pour la

lignine de MXG ont été obtenues sur un appareil Perkin Elmer 240C microanalyseur.

V.3.3. Analyse par chromatographie ionique (CI)

La CI est une technique d'analyse pour séparer les constituants d'un mélange en phase

aqueuse.
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Figure 52. Chromatographie ionique / ampérométrie pulsée

V.3.3.1. Principe

Le principe de la CI est simple : une colonne est composée d'une résine chargée soit
positivement (pour repousser des anions) soit négativement (pour repousser des cations).
L'éluant emporte les anions ou les cations a séparer. Selon que l'interaction électrostatique
entre la résine de la colonne et les ions a séparer est plus ou moins forte, la séparation se fera
plus ou moins facilement. Le principe de la CI est basé sur un échange d'ions sur résine. Les

ions sont entrainés par une phase mobile et séparés par l'action de la phase stationnaire.

V.3.3.2. Dosage des sucres

La séparation et la quantification des sucres neutres sont réalisées en utilisant un
systétme de chromatographie ionique de type Dionex ICS-3000 qui contient un dispositif de
pompage, un auto-injecteur, un détecteur électrochimique avec une électrode en or, une
¢lectrode de référence Ag/AgCl et un logiciel d’analyse et de traitement Chromeleon version

6.8 (Dionex corp., USA).

Une pré-colonne (4 x 50 mm, Dionex) reliée a une colonne Carbopac PAI1 (4 x
250 nm, Dionex) sont utilisées comme phase stationnaire, en présence d’une solution
d’hydroxyde de sodium ImM comme ¢éluant. L’éluant est préparé par dilution du NaOH
(46-48 %) dans de I’eau ultra-pure qui est dégazée par injection d’hélium pendant 20 minutes

avant utilisation (eluent degassing module, Dionex). Apres chaque essai, la colonne est lavée
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avec une solution de NaOH (200 mM) pendant 10 minutes et rééquilibrée selon les conditions
opératoires de départ pendant 15 minutes. Les échantillons sont injectés automatiquement
(25 pl) et la séparation des sucres est effectuée a 25 °C pour un débit de 1 ml/min. Dans un
premier temps, une série de solutions étalons est injectée en utilisant des mélanges de sucres
de concentration connue (xylose, arabinose, galactose, mannose et glucose), voir figure 53,
afin d’établir une droite d’étalonnage. Cette droite est utilisée pour la détermination et la

quantification des sucres.

60,0 e
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50,04
40,04
30,0 ) 5 - Xylose
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Figure 53. Chromatogramme obtenu par CI des sucres présents dans un étalon
V.4. Analyse par spectroscopie UV visible
V.4.1. Principe

Le principe de la spectrométrie d’absorption dans l’ultraviolet et le visible repose sur
I’absorption du rayonnement par les molécules dans le domaine allant de 190 a 800 nm, ce
qui correspond a I’ultraviolet (190-400 nm) et au visible (400-800 nm). L’absorption du
rayonnement UV-VIS par les molécules permet de mesurer la concentration de ces molécules
présentes dans le trajet du rayonnement. A une longueur d’onde ou la molécule absorbe, il
existe une loi simple entre quantité de rayonnement transmis par le milieu et concentration

des molécules qui absorbent (on suppose que seule 1I’espéce a doser absorbe a cette longueur
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d’onde).C’est la loi de Beer-Lambert qui relie absorption, a une longueur d’onde A, et
concentration ¢ des molécules qui absorbent A = gle avec :

A : absorbance du milieu a la longueur d’onde A, exprimée en nm dans I’'UV-VIS,

€ : coefficient spécifique d’absorbance molaire (ex—coefficient d’extinction moléculaire) en
1. mole '.cm ™,

1 : trajet optique de la cellule en cm,

¢ : concentration en mole.l”" des molécules qui absorbent a la longueur d’onde A.

V.4.2. Dosage des furanes et de lignines solubles en phase aqueuse

La concentration en furanes ainsi qu’en lignines solubles dans les phases aqueuses ont
été estimées par spectroscopie UV visible. Ainsi, en suivant la méthode décrite par Martinez
et al. (2000), le dosage quantitatif des furanes a été réalisé dans le domaine infrarouge pour 2
longueurs d’onde A = 284 nm et A = 320 nm. Dans un premier temps, un étalonnage par UV
est réalisé pour différentes solutions ayant différentes concentrations en mélange de furfural et
d’hydroxyméthylefurfural (HMF), [furfural seul, HMF seul, furfura/lHMF (ratio 1/1),
furfura/HMF (3/1), furfura/HMF (1/3)]. Les droites d’étalonnages obtenues sont
représentées sur la figure 5. La moyenne des courbes est déterminée et 1’équation de la droite

de régression est utilisée tout au long de nos analyses.
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Figure 54. Droites d’étalonnage des solutions de furfural et de HMF
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Enfin, le pourcentage en furanes est déterminé par calcul direct

% furanes= | {(ADSG20nm) — Abs(284_nm)) —0,0152) \/
143,92 x Mi

Ou Vt : volume total de la phase aqueuse (ml)

Mi : masse séche initiale de biomasse (g)
(143,92 et 0,0152 sont respectivement les valeurs de la pente a de la droite et du point b a
’origine de la droite d’étalonnage).

Le dosage des lignines solubles est effectué par analyse directe en suivant la méthode
UM-250 (TAPPI 1985b) décrite par Lin et Dence (1992) pour une longueur d’onde

A =205 nm et en utilisant une cuve en quartz.

Le pourcentage en lignine soluble (LS) a été déterminé par calcul direct

% LS =( Abs(205 nm) x Vt x 100 J

110 <1000 x Mi

Ou Vt : volume totale de la phase aqueuse (ml)
Mi : masse seche initiale de biomasse (g)

V.5. Chromatographie d’exclusion stérique (SEC)

La SEC est une technique trés puissante de caractérisation de la distribution des masses des

polymeres.

Figure 55. Chromatographie d’exclusion stérique
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V.5.1. Principe

Le principe se base de la séparation des macromolécules en fonction de leur taille est
le suivant : les molécules éluées peuvent plus ou moins pénétrer les pores de la phase
stationnaire, un gel polymere dont sont remplies les colonnes. Ainsi, les molécules les plus
petites sont davantage retenues que les plus grosses, d'ou un temps de rétention plus long pour

les premicres que pour les secondes.

V.5.2. Détermination des masses moléculaires moyennes de la lignine et de la cellulose

Les masses moléculaires moyennes en nombre (Mn) et en poids (Mw) des lignines
sont déterminées par SEC apres acétylation selon la méthode décrite par Lundquist (1992).
Une masse de 20 mg de lignine est dissoute dans un mélange d’anhydride acétique/pyridine
(1/1) sous une agitation continue pendant 24 h a température ambiante. Un volume de 25 ml
d’éthanol est ajouté au mélange, laiss€¢ au repos pendant 30 minutes puis la solution est
concentrée sous pression réduite par un évaporateur rotatif. L’éthanol est ajouté et évaporé
plusieurs fois jusqu’a élimination totale de I’anhydride acétique et de la pyridine de
I’échantillon. La lignine acétylée est ensuite dissoute dans du chloroforme (2 ml) et précipitée
dans 1’éther diéthylique (100 ml). Le précipité est isolé par centrifugation, lavé plusieurs fois
avec de I’éther de pétrole puis séché dans une étuve a 40 °C sous vide pendant 24 h.
L’analyse de la lignine par SEC a été réalisée en utilisant un chromatographe Hewlett-Packard
1090, un détecteur UV et 3 colonnes de Styragel HR1, HR3, et HR4 reliées en séries utilisant
le tétrahydrofurane (THF) comme ¢luant. La lignine dérivatisée est dissoute dans du THF (1
mg/ml), la solution est ensuite filtrée avec des microfiltres de 0,45 um. La solution filtrée (20
ul) est injectée dans la SEC et la détection est réalisée a une longueur d’onde de 280 nm. Une
droite d’étalonnage a été établie en utilisant des solutions standards de polystyréene. Mn, Mw

et I'indice de polydispersité (Ip) ont été calculés par le logiciel de la SEC.

Les masses moléculaires moyennes en nombre et en masse de la cellulose sont
déterminées par SEC. Les échantillons de cellulose seche sont dérivatisés avec du phényle
isocyanate. Environ 15 mg d'extrait sec de la cellulose sont mis en suspension dans 4 ml de
pyridine anhydre dans un ballon de 25 ml et 0,5 ml d'isocyanate de phényle sont ajoutés. Le
ballon est scellé avec un bouchon doublé en téflon. Le mélange réactionnel est maintenu a

65 °C sous agitation magnétique dans un bain d'huile pendant 2 a 3 jours jusqu'a ce que la
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cellulose soit entierement dissoute. Lorsque la réaction est terminée, la solution est refroidie.
1 ml de méthanol est ajouté pour éliminer le phényle isocyanate n’ayant pas réagi. Le
mélange est ensuite versé dans 100 ml d’un mélange d'eau-méthanol (3/7). Le précipité de
cellulose tricarbanilée est purifié par centrifugation a 8000 tr/min par des lavages répétés a 3
reprises avec un mélange eau-méthanol, et ensuite 2 fois avec de I'eau désionisée. La cellulose
tricarbanilé est ensuite lyophilisée et séchée sous vide. L’analyse de la cellulose par SEC est
réalisée en utilisant un chromatographe Hewlett-Packard 1090, un détecteur UV et 3 colonnes
de Styragel HR1, HR3, et HR4 reliées en séries utilisant le tetrahydrofurane (THF) comme
¢luant. La cellulose dérivatisée est dissoute dans du THF (1 mg/ml), la solution est ensuite
filtrée avec des microfiltres de 0,45 pm. La solution filtrée (20 pl) est injectée dans la SEC et
la détection est réalisée a une longueur d’onde de 236 nm. Une droite d’étalonnage est établie
en utilisant des solutions de polystyréne standards. Mn, Mw et l'indice de polydispersité Ip ont
¢été calculés par le logiciel de la SEC. Le degré de polymérisation (DP) a été obtenu en
divisant la Mw de la cellulose tricarbanilée par le poids moléculaire du glucose anhydre

tricarbanilé (519 Da).

V.6. Spectroscopie infrarouge (IR)
V.6.1. Principe

La spectroscopie infrarouge permet de déterminer la présence de groupements
fonctionnels dans les molécules organiques, et les structures de certaines molécules simples.
Dans les molécules, les liaisons vibrent a une fréquence bien déterminée qui dépend des
atomes de la liaison mais aussi de lI'environnement de la liaison. Pour une fréquence donnée,
ces liaisons rentrent en résonance et I'énergie apportée est alors consommeée, les molécules
absorbent et la transmission diminue. Si on représente sur un graphe I'évolution de la
transmission en fonction de la fréquence, ou plus généralement du nombre d'onde (la
fréquence divisée par la vitesse de la lumiere dans le milieu), on observe des variations.

Chaque pic (chaque absorption) est donc caractéristique d'un certain type de liaison.

V.6.2. Préparation des échantillons

L’acquisition de spectres infrarouges a transformée de Fourrier (FTIR) de Ia lignine

de MxG est effectuée sur un spectrometre « Perkin Elmer Spectrum one ». L’échantillon est
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broyé finement avec du bromure de potassium (KBr) dans un mortier avec un pilon afin de
supprimer les effets de diffusion des gros agrégats. Ce mélange poudreux est ensuite
comprimé dans une presse afin de fournir une pastille translucide. Les spectres obtenus sont
interprétés avec des tables de corrélation de spectroscopie infrarouge qui sont largement

présentées dans la littérature.

V.7. Analyse par Résonnance Magnétique Nucléaire (RMN)

La résonance magnétique nucléaire haute résolution est un outil exceptionnel pour
déterminer la structure d’une molécule naturelle ou synthétique. Grace a la diversité des
parametres mesurables, elle permet d’aborder 1’ensemble des problémes posés par 1’examen
d’une molécule en solution. L’originalit¢ de la RMN par rapport aux autres techniques
spectroscopiques réside dans le fait d’apporter une information précise et individuelle sur la
trées grande majorité des atomes constitutifs de la molécule, de fournir la possibilité
d’identifier les connexions entre atomes des diverses entités, squelettes, groupes fonctionnels

et finalement de permettre de les situer dans I’espace les uns par rapport aux autres.

V.7.1. Principe

Le principe de la RMN est fondé sur la mesure de l'absorption de la radiation de
radiofréquence (RF) par un noyau atomique dans un champ magnétique fort. L'absorption de
la radiation pousse le spin nucléaire a se réaligner ou a retourner dans la direction de la plus
haute énergie. Apres avoir absorbé 1'énergie, les noyaux atomiques réémettront une radiation

RF et retourneront a leur état initial de moindre niveau d'énergie.

V.7.2. RMN du carbone *C

Avant sa caractérisation par RMN, la lignien est dans un premier temps extraite avec
du pentane (au soxhlet) pour éliminer les impuretés résiduelles. L’analyse par RMN est
réalisée par I’intermédiaire d’un spectrométre Bruker Avance-300 et une fréquence de 100,59
MHz. L’acquisition du spectre RMN "“C est réalisée quantitativement en imposant un
découplage inverse qui élimine les NOE (nuclear overhauser effect) et qui permet la
relaxation totale de tous les noyaux avant la prochaine impulsion. Les échantillons sont

préparés avec 300-400 mg/ml pour les lignines de bois broyés (MWL) et les lignines
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organosolv. Le solvant utilisé est le DMSO-d6. Tous les échantillons sont mis dans des tubes
RMN 5-mm (volume d’échantillon = 0,5 ml) et ’analyse est réalisée a une température de
50°C dans le but de réduire la viscosité. Les parametres d’acquisition qui ont été appliqués
[Robert 1992] sont les suivants: nombre d’acquisitions entre 9 et 15 000 K, un angle
d’impulsion de 90 °C, et un temps de relaxation de 12 secondes. Le temps d’acquisition total
des spectres est long, entre 36 et 48 h. Les zones d’intégrations ont été choisies en se référant

a la littérature.

V.7.3. RMN du phosphore *'P

Le réactif de phosphorylation utilisé est le 2-chloro-4,4,5,5-tétraméthyl-1-1,3,2
dioxaphospholane (TMDP). Le TMDP est préparé en suivant la procédure suivante [Granata
et Argyropoulos 1995]. Les échantillons de lignine sont séchés sous vide a 40 °C pendant
24 h dans des flacons de 2 ml. Dans les pluparts des cas, une masse d’environ 25 mg est
utilisée. Un mélange de solvant de pyridine/chloroforme deutéré CDCls (1,6/1 V/V) est
préparé¢ et un volume de 400 pl est ajouté a la lignine. Une solution de chromium (III)
acétylacétonate (3,6 mg/ml) et de cyclohexanole (4 mg/ml) dissoute dans le mélange
pyridine/CDCI3 est préparée et 150 pul sont ajoutés a la solution de la lignine. Le chromium
(III) acétylacétonate servira comme réactif de relaxation et le cyclohexanole comme une
référence interne standard. Le mélange est vigoureusement agité jusqu’a dissolution compléte
de la lignine. Quelques minutes avant 1’analyse par RMN, approximativement 75 pl de
TMDP ont été ajoutés au flacon contenant le mélange, enfin I’ensemble est transféré dans un

tube de RMN de 5 mm.

Les spectres de RMN *'P sont acquis en imposant un découplage inverse qui permet
une analyse quantitative. Un temps de relaxation de 25 secondes, 200 acquisitions sont
effectuées, et un angle d’impulsion de 30° est utilisé. Les spectres obtenus sont traités par
ordinateur en utilisant le logiciel de traitement RMN NUTS (Acorn RMN Inc.). Les spectres
sont phasés et le réglage de la ligne de base est réalisé manuellement. La concentration de
chaque groupement fonctionnel hydroxyle (en mmol.g”) est calculée sur la base des
hydroxyles contenus dans la référence interne (le cyclohexanol) et 1’intégration de son pic
(145 ppm). Les intégrations des différentes régions des spectres RMN °'P sont rassemblées

dans le tableau 20 suivant :
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Tableau 20. Groupes fonctionnels et zones d’intégration utilisés pour les spectres de RMN *'P des lignines
phosphorylées

Groupes fonctionnels Zone d’intégration (ppm)
Cyclohexanole (référence standard interne) | 145,3-139,8
OH aliphatiques 150,0-145,3
OH phénoliques condensés 144,0-141,0
OH phénolique (guaiacyle) 141,0-137,0
COOH 136,2-134,0

L’estimation quantitative des différentes fonctions hydroxyles a été réalisée selon le
mode de calcul suivant. La zone du signal de cyclohexanole (6,01x10™ g) est intégrée puis
calibrée a 1. Comme cette molécule contient une fonction hydroxyle et a une masse
moléculaire de 100,16 g/mol, donc 6,01x10'4/ 100,16 = 5,9994 x 107 est le nombre de mole de
groupements hydroxyles présents dans la référence interne standard. Parce que 1’intégration
de la zone de la référence interne standard est calibrée a 1, chaque unité dans le spectre
correspond a 5,9994x10° mol de fonction hydroxyle. Pour chaque spectre, cette valeur est
multipliée par la valeur d’intégration de chaque pic et divisée par la masse d’échantillon de
lignine. Par exemple si la lignine a une masse de 25,28 mg et I’intégration de la zone d’acide
carboxylique corresponde a 1,859 alors on trouve (1,859 x 5,9994 x 10'6) /10,2528 = 0,00044
mol/g de lignine. La valeur est ensuite multipliée par 1000 pour la convertir en mmol/g de

lignine.

V.7.4. RMN C du solide

Les échantillons de paille de MXG (traités et non traités) et de la cellulose sont broyés
finement. Ils sont ensuite compressés dans un rotor d'oxyde de zirconium de 4-mm de
diametre, équipé d’un bouchon de Kel-F spécifique pour 1’analyse de matériau en phase
solide. La polarisation croisée et la rotation a 1’angle magique (CP/MAS) des expériences
RMN "C sont effectuées sur un spectrométre Bruker Avance-400 fonctionnant & une
fréquence de 100,59 MHz. Tous les spectres sont acquis a la température ambiante en utilisant

une sonde Bruker 4 mm -MAS.

V.8. Analyse thermomécanique (TMA)

Les réactions de polymérisation et de durcissement d’un adhésif peuvent étre évaluées

par analyse thermomécanique (TMA) par 1’étude de la rigidité du systeme bois-adhésifs en
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fonction de la température. L’adhésif préparé avec la lignine glyoxalée et des tannins de
mimosa (50/50) est thermo-mécaniquement analys€. Il est déposé entre deux plaques de bois
en formant un film d’épaisseur compris entre 200 et 700 um. A I’intérieur du four, une sonde
exerce une pression sur 1’échantillon. Sous pression et chauffage, I’adhésif polymérise et
adhere sur les plaques de bois. On enregistre simultanément la force appliquée par la sonde, la
température et le déplacement de la sonde. Les expériences sont réalisées dans les conditions
suivantes : une vitesse de chauffage de 10 °C/min et une température croissante de 25 a

250 °C.

V.9. Inhibition de I’oxydation du linoléate de méthyle (LH)

L’oxydation est effectuée dans un systeme fermé, I’oxygene barbotant dans les réactifs
en solution. Le dispositif expérimental (figure 56) est constitué de deux parties : la station de
vide et de stockage de I’oxygene d’une part et la partie réaction d’autre part. Les réactions
d’oxydation ont lieu dans un réacteur en Pyrex a double enveloppe thermostatée. Un tube
capillaire plonge dans le réacteur pour assurer, par I’intermédiaire d’une pompe, 1’agitation et
la saturation en oxygene de la phase liquide. Le réacteur est surmonté d’un réfrigérant a 5 °C
pour condenser le solvant. Le volume de la phase liquide est de 5 cm’, celui de la phase
gazeuse d’environ 100 cm’. La consommation d’oxygene est suivie expérimentalement par

mesure de la pression du ciel gazeux surmontant le mélange réactionnel.
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Figure 56. Montage expérimental pour ’analyse des propriétés antioxydantes (R : réfrigérant)
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Nous avons étudié 1'influence des lignines organosolv extraites sur I'oxydation induite
de LH afin d'établir qualitativement un classement de leur pouvoir antioxydant en comparant
les vitesses de consommation d’oxygeéne en présence et en absence d’antioxydant. Rappelons
que la consommation d'oxygene au cours du temps est suivie par mesure manométrique. Les
réactions d'oxydation sont amorcées par l'azobis-isobutyronitrile (AIBN) qui est un inducteur
classique des réactions radicalaires. Les expériences ont été réalisées en utilisant comme
solvant le n-butanol en présence et en absence de lignines a 0,2 g/l, les autres conditions
expérimentales étant les suivantes :

1- Une température T = 60°C
2- Une concentration initiale en méthyle linoléate [LH]o = 0,32 M
3- Une concentration initiale en azobis-isobutyronitrile [AIBN]y = 7,2.10° M

4- Une pression initiale en oxygene Py(O,) = 145 Torr

V.10. Microscopie électronique a balayage (MEB)

L’analyse de la surface MxG (traité et non traité) est visualisée a 1’échelle
microscopique. Avant d’étre observés au microscope électronique a balayage (Hitachi S-
4800), les échantillons sont déposés sur des plots métalliques, collés avec du vernis puis

métallisés pour diminuer les phénoméenes d'accumulation de charges.

Figure 57 Microscopie électronique a balayage Hitachi S-4800
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Au terme de ce travail, nous pouvons dire que le Miscanthus x Giganteus, en raison de
sa composition, présente toutes les qualités pour constituer un modele d’étude pour la
valorisation de la biomasse lignocellulosique. La démarche que nous avons adoptée dans cette
étude se base sur le concept de la bioraffinerie pour une utilisation optimale de tous les

constituants.

La premicre partie de notre travail concerne la caractérisation de la paille de MxG.
Cette biomasse lignocellulosique contient 26 % d’hémicelluloses, 46 % de cellulose et 26 %
de lignine. Une étude physicochimique sur la structure de la lignine et de la cellulose de MxG
a été effectuée. L’étude a montré que la lignine native de MXG est acétylée (~ 0,06/Ar) et
coumarylée (~ 0,1/Ar) et elle est de la forme guaiacyle, syringyle et p-hydroxyphenyle dont le
rapport est estimé respectivement a ~ 52 %, ~ 44 % et ~ 4 %. La caractérisation de la

cellulose par RMN a montré un degré de cristallisation de I’ordre de 53 %.

Pour les besoins de notre étude, le traitement éthanol organosolv a été optimisé sur le
miscanthus, ce qui a permis la séparation de ces trois constituants essentiels (lignine, cellulose
et hémicelluloses). L’optimisation de ce traitement a montré qu’une séverité combinée
d’environ 2,08 permet une bonne délignification, un bon rendement en lignine récupérée sous
forme EOL et enfin une tres faible production de furanes dans la phase aqueuse. Les lignines
organosolv extraites a différentes séverités ont ¢été soumises a une investigation
physicochimique. Les résultats ont montré que la lignine organosolv comparée a la lignine
native (MWL) est une lignine relativement peu modifiée. Néanmoins, 1’augmentation de la
séverité de traitement aboutit a un accroissement des réactions de déshydratation des chaines
latérales de la lignine, une augmentation du degré de condensation de la lignine et de la

concentration des groupements phénoliques ainsi qu’une forte diminution de la masse

moléculaire.

Pour améliorer les rendements de la séparation des trois constituants du MXG tout en
limitant la dégradation des sucres en furanes dans la phase aqueuse, un procédé de traitement
en deux étapes, impliquant une autohydrolyse a 1’eau (prétraitement vert) préalable au
traitement organosolv a été ¢tudié. Une étude cinétique de 1’autohydrolyse a été effectuce
pour trois températures de traitement : 130, 140 et 150 °C. Les résultats obtenus nous ont

permis de d’établir les conditions optimales de récupération de xylose en phase aqueuse : 25 h
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a 130 °C, 16 h a 140 °C et 8 h a 150 °C. Le prétraitement par autohydrolyse a permis de
faciliter 1’étape ultérieure de délignification organosolv, en déstructurant la lignine. De plus, il
a été démontré que pour une méme sévérité de traitement et pour trois températures
différentes, I’augmentation de la température avait un impact sur la structure de la lignine.
L’étude de I’influence de la température de 1’autohydrolyse sur la structure chimique de la
lignine (MWL) contenue dans le résidu solide a été menée et a permis une optimisation du
procédé grace a I’ajout d’un piégeur de carbocations: le 2-naphtol. Un essai préliminaire de
prétraitement enzymatique réalisé dans des conditions douces s’est révélé tout a fait
prometteur et nous a permis d’obtenir un excellent rendement de délignification accompagné

d’une dégradation des sucres particulierement faible.

Par la suite, la lignine organosolv extraite a été utilisée pour des applications dans le
domaine de la préparation d’adhésifs pour panneaux de particules et en tant qu’antioxydant.
Des formulations a base de lignine organosolv de miscanthus glyoxalée et de tannins de
mimosa ont été réalisées et analysées par TMA. Les premiers panneaux de particules verts a
base de lignine de MxXG, totalement congus a partir de matiéres premicres naturelles ont été
¢laborés avec succes. Les propriétés antioxydantes des lignines organosolv ont été étudices.
Les résultats ont montré que la propriété antioxydant est corrélée avec la séverité combinée
des traitements, avec la masse moléculaire moyenne, 1’indice de polydispersité et les

groupements hydroxyles phénoliques.

L’ensemble de ces résultats ont permis d’établir qu’il est possible d’utiliser le
traitement éthanol organosolv en une ou deux étapes pour la séparation des constituants de la
biomasse et aussi d’obtenir une lignine peu dégradée utilisable dans le domaine des adhésifs
pour panneaux de particules et en tant qu’antioxydant. Il sera intéressant pour la suite de ce
travail de faire une étude approfondie sur la structure et la réactivité a I’hydrolyse de la
cellulose restant dans les résidus solides et de trouver des applications utiles non seulement
pour la préparation des biocarburants mais aussi dans le domaine des matériaux. Il ressort de
I’ensemble de ce travail que le miscanthus et plus généralement la biomasse lignocellulosique
possédent, dans la perspective d’une société basée sur le développement durable, des
potentialités trés importantes pour des utilisations dans le domaine des matériaux, des

carburants et des applications a hautes valeurs ajoutées.
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Annexe 1. Attributions et quantifications des signaux du spectre RMN BC dela MWL

n° group/aryle”
o (ppm) Attributions MWL
194 Ar-CH=CH-CHO 0,02
171 OCOCH; 0,06
167 Cy PC" ester 0,1
161 C4 PC ester 0,1
158 C4 H*
154-152 [ C3/C5 S éthérifié 0,70
150,5-149,5 | C3 G° éthérifié
148-147 C4 G éthérifié, C3C5 S non éthérifié
146 C3 G et C4 G non éthérifié
145 C4 G non éthérifié
138,5 C4S
136 Cl1G
134 C1S
130,5 C2/C6 PC ester 0,21
128 C2/C6 H
125,5 C1 PC ester 0,1
119,5 C6 G
116 C3/C5 PC ester 0,2
115 C5G
113-111 C2G
105-104 C2/C6 S
89-78 CBdans BO4, Cadans B5 et BB 0,45
73-71 Ca dans 3-O-4 0,53
64 Cy avec Ca=0, Cy-O PC ester 0,28
61 Cy dans -O-4 0,53
56 OCHs dans G et S 0,98
31-29 o, B groupement méthyléne 0,1
21 CH3; dans les groupements acétyle 0,14
14-15 v méthyle dans la chaine latérale 0,05
155-142 Aromatique C-O 1,93
142-124 Aromatique C-C 1,65
124-102 Aromatique C-H 2,50
90-58 Aliphatique-O 1,81

a) Déterminer par intégration ; b) PC = p-coumarylique ; ¢) H = hydroxyphenyle ; d) S = syringyle ; e) G = guaiacyle
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Annexe 2. Valeurs des groupements phénoliques de la MWL estimées par RMN *'P en
mmol/g de lignine

o (ppm) Attributions Lignine de bois broyé”
mmol/g” group/C9°¢

145,5-150,0 1- OH Aliphatique 4,00 0,67
1449 Cyclohexanole (RI)

136,5-144,5 2- Phénols 1,66 0,28
141,8-143,5 2a- Syringyle OH 0,22 0,04
138,7- 140,1 2b- Guaiacyle OH 0,67 0,11
137,2-138,1 2¢- p-Hydroxyphenyle 0,64 0,11
134-135,7 3- acide carboxylique 0,13 0,02

a) Lignine phosphorylée avec le 2-chloro-4,4,5,5-tetramethyl-1,2,3-dioxaphospholane; b) déterminer par intégration en
utilisant le cyclohexanole comme référence ; c) calculer en se basant sur les unités C9 obtenus par I’analyse élémentaire de
la MWL.
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Annexe 3. Attributions des signaux des spectres FT-IR de la lignine

Attributions Notre étude paille de blé* | Canne de jute b
O-H ¢élongation 3435 3429 3425
Aliphatique 2918 2945 2939
Ar-OAc 1759 - -
Aliphatique-OAc 1731 1732

C=0 élongation asymétrique 1709 1713

C=0 élongation symétrique 1660 1656

Vibration des aromatiques (C=C) 1603 1595 1595
Vibration des aromatiques (C=C) 1508 1507 1510
C-H déformation et vibration noyau 1463 1460 1460
aromatique

Vibration des aromatiques 1422 1434 1423
Aliphatique C-H stretching dans 1366 1373

CH3

Motif syringyle, C-O stretching 1328 1328 1328
Motif Guaiacyle 1267 1265

C-O vibration 1230 1235 1223
C-O (vibration dans les groupes 1162 1165

esters)

Motif syringyle 1126 1126 1120
Aromatique C-H (déformation dans 1033 1034 1033
le plan G+S)

Aromatique CH (déformation hors 833 - 833
du plan G+S)

*voir référence : Xu et al. 2008 " voir référence : Jahan et al. 2007
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d (ppm) Attribution MWL EOL6
194 Ar-CH=CH-CHO 0,02 0
171 OCOCH; 0,06 0
167 PC*® ester Cy 0,1 0,05
161 PC ester C4 0,1 0,05
158 H" C4

154-152 S¢ etherifié C3/C5 0,70 0,15
150,5-149,5 | G” etherifié C3

148-147 G etherifié C4, S non eth. C3C5

146 G C3 et G non etherifié¢ C4

145 G non etherifié¢ C4

138,5 S C4

136 G Cl

134 S Cl

130,5 PC ester C2/C6 0,21 0,11
128 H C2/C6

125.5 PC ester C1 0,1 0,05
119,5 G Co6

116 PC ester C3/C5 0,2 -
115 GCs

113-111 GC2

105-104 S C2/C6

89-78 CP dans pO4, Cae dans B5 et BB | 0,45 0,19
73-71 Ca dans B-O-4 0,53 0,23
64 Cy avec Co=0, PC ester Cy-O 0,28 0,23
61 Cy dans B-O-4 0,53 0,32
56 OCH; dans G et S 0,98 1,08
31-29 a, B motif méthyléne 0,1 0,1
21 CHj3; dans motif acétyle 0,14 0
14-15 y méthyle dans n-propyle 0,05 0,07
155-142 Aromatique C-O 1,93 1,51
142-124 Aromatique C-C 1,65 2,00
124-102 Aromatique C-H 2,50 2,27
90-58 Aliphatique-O 1,81 0,97

* p-coumaryle bp-hydroxyphenyle ° Syringyle *Guaiacyle

Annexe 4. Attributions et quantifications des signaux des spectres RMN BC de la MWL
et de la lignine ogranosolv (EOL6)
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Annexe 5. Spectres RMN *'P de la MWL (A) et de EOL6 (B) de MxG
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Annexe 6. Valeurs des groupements phénoliques des EOLs estimées par RMN *'P en

mmol/g de lignine

Déplacement | Attributions EOL (expérience #)
chimique (9) 3 4 5 6 7
145,5-150,0 OH aliphatique 3,11 | 1,78 | 1,55 | 1,07 1,26
1449 Cyclohexanol (IS)

136,5-144,5 OH phénoliques 2,34 (2,72 | 2,771 |4,04 |3,93
141,8-143,5 OH syringyles 0,72 10,90 |0,87 | 1,59 1,70
138,7- 140,1 OH guaiacyle 091 | 1,15 | 1,16 | 1,55 1,58
137,2-138,1 OH p-hydroxyphenyle 0,49 | 0,51 |0,51 |0,66 |0,65
134-135,7 Acide carboxylique 0,22 | 0,16 |0,17 | 0,24 0,28
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Annexe 7. pH et taux de furanes récupérées dans les phases aqueuses apres
autohydrolyse du miscanthus en fonction du temps et de la température

T°C 130 140 150

t(h) % furane pH % furane pH | % furane pH
0 0,03 5,78 0,08 5,58 0,1 4,91
1 0,09 4,98 0,12 4,85 0,15 4,27
5 0,1 4,44 0,17 4,06 0,86 3,66
8 0,11 4,34 0,43 3,83 1,81 3,59
15 0,21 3,81 0,89 3,68 4,61 3,37
17 0,43 3,62 0,8 3,67 4,79 3,34
20 0,31 3,76 1,13 3,55 5,65 3,34
25 0,5 3,64 1,12 3,56 5,61 33
43 1,0 3,52 3,17 3,41 5,08 3
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Annexe 8. Taux de sucres récupérés dans les phases aqueuses aprés autohydrolyse du
miscanthus en fonction du temps et de la température

T°C|130 140 150 | 130 140 150 130 | 140 | 150 130 | 140 150 | 130 | 140 | 150
t
(h) Arabinose (%) Xylose (%) Glucose (%) Galactose (%) Mannose (%)
0,05 | 0,073 | 0,14 | 0,03 | 0,11 | 0,16 | 0,17 | 0,15 | 0,26 | 0,05 | 0,06 | 0,07 |0,03| 0,4 | 0,03
0 1(0,01)](0,02) [(0,06)] (O) | (0) | (O) | (0) [(0,04)](0,05)| (0) |(0,01)|(0.,0)| (0) | (O) | (O)
0,21 | 0,42 | 096 | 0,21 | 0,41 | 2,01 | 0,23 | 0,26 | 0,65 | 0.1 0,15 | 0,30 |0,04| 0,06 | 0,08
1 1(0,09)](0,27) [(0,46) | (0) (0) 1(0,02)] (0) 1(0,02)|(0,05] (O [(O0DH[O0DH] (O | (O [(0,02)
0,79 | 098 | 096 | 1,06 | 3,82 | 7,66 | 0,37 | 0,54 | 0,99 | 0,24 | 0,35 | 0,39 |0,07| 0,1 | 0,10
5 1(0,38) ] (0,68) | (0,64)](0,18) | (0,24) | (1,90) | (0,14) | (0,06) | (0,07) | (0,07) | (0,07) | (0,13) | (0) | (0) ](0,03)
0,97 | 091 | 094 | 198 | 428 | 896 | 0,45 | 0,44 | 1,23 | 03 0,38 | 0,43 (0,12 0,11 | 0,12
8 1(0,86) | (0,85) |(0,57) (0,05 | (0,87) | (3,78) | (0,08) | (0,07) | (0,12) | (0,05) | (0,14) | (0,15) ] (0) | (0) ](0,04)
1,04 | 0,91 | 0,50 | 5,23 | 6,72 | 5,81 | 0,49 | 0,68 | 1,21 | 0,36 | 0,39 | 0,33 | 0,08 | 0,13 | 0,15
15 1(0,92) | (0,66) | (0,29) | (0,67) | (1,65) | (3,94) | (0,06) | (0,06) | (0,22) | (0,11) | (0,14) [ (0,15) | (0) | (0) [(0,03)
1,14 | 091 | 0,35 | 6,04 | 6,86 | 435 | 0,62 | 0,72 | 1,08 | 0,41 | 0,43 | 0,25 |0,13| 0,14 | 0,07
17 [(1,13) ] (0,56) | (0,22) | (0,5) | (1,29) | (3,68) | (0,11)](0,07) | (0,32) | (0,15) | (0,11) | (0,14) | (0) | (0) ](0,04)
1,10 | 0,95 | 0,26 | 861 | 7,68 | 3,22 | 0,65 | 0,85 | 1,06 | 0,40 | 0,44 | 0,22 |0,13| 0,16 | 0,06
20 1(0,70) | (0,64) [ (0,13)](3,03) | (2,78) ] (1,95) | (0,08) | (0,11) | (0,24) | (0,11) | (0,14) [ (0,11) | (0) | (0) |(0,03)
0,99 | 0,87 | 0,17 | 9,59 | 6,98 | 2,07 | 0,71 | 0,72 | 0,95 | 0,39 | 0,38 | 0,17 |0,08 | 0,13 | 0,05
25 1(0,72) | (0,61) [ (0,09) | (1,94) | (2,57) | (1,46) | (0,08) | (0,09) | (0,31) | (0,16) | (0,15) [ (0,09) | (0) | (0) |(0,02)
0,87 | 0,47 | 0,04 | 877 | 581 | 0,52 | 0,73 | 0,68 | 0,65 | 0,44 | 0,27 | 0,06 |0,10| 0,09 | 0,02
43 1(0,83)](0,35) [(0,01) ] (1,03) | (5,65) ] (0,21) | (0,34) | (0,22) | (0,19) | (0,38) | (0,13) [ (0,03) | (0) | (0) |(0,01)
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Annexe 9. Compositions des résidus solides récupérés aprés autohydrolyse du
miscanthus en fonction du temps et de la température
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Annexe 10. Exemple des résultats bruts de I’oxydation du linoléate de méthyle
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Résumé

Le miscanthus x Giganteus (MxG) constitue, du fait de sa composition, une source
renouvelable de matiere lignocellulosique pouvant étre d’un grand intérét pour la production
de molécules a haute valeur ajoutée. Le MxG ayant servi a ce travail provient du lycée
agricole a Courcelles-Chaussy, Metz-France. Sa teneur élevée en hémicelluloses (26 %), en
lignine (26 %) et en cellulose (36 %) en fait une bonne source de polymeres et de carburant
renouvelable. L’étude que nous avons réalisée a ét¢ menée dans le but de caractériser la paille
de MxG et d’optimiser le processus de délignification en une seule étape (1) par un traitement
organosolv a I’éthanol et en deux étapes (2) par un prétraitement consistant en une
autohydrolyse a [’eau/organosolv. Le procédé éthanol organosolv a permis un bon
fractionnement des trois constituants de la biomasse (la lignine, la cellulose et les
hémicelluloses). Le procédé de traitement en deux étapes, impliquant une autohydrolyse a
I’eau (en présence et en I’absence du 2-naphtol), préalable au traitement organosolv, a permis
de faciliter I’étape ultérieure de délignification en déstructurant la lignine. Une investigation
portant sur la structure physico-chimique a été réalisée sur de la lignine de bois broyé et de la
lignine organosolv de MxG extraite a différentes sévérités de traitement. Nous nous sommes
ensuite intéressés a utiliser la lignine organosolv pour la formulation d'un adhésif pour le bois
dans laquelle un aldéhyde non toxique et peu volatile (le glyoxal) est employé en
remplacement du formaldéhyde. Une formulation, composée a 100 % de résines naturelles
(60 % de tannins de mimosa et 40 % de lignine glyoxalée) a été utilisée pour la conception
d’un panneau de particules et a donné des résultats prometteurs avec une force de liaison
interne de 0,41 MPa, supérieure a la valeur de la norme européenne en vigueur. Enfin, une
étude des propriétés antioxydantes a été faite sur les lignines extraites. Les résultats obtenus
ont montré une corrélation entre 1’activité antioxydante et les conditions opératoires du
traitement organosolv, la masse moléculaire moyenne, 1’indice de polydispersité et les
groupements hydroxyles phénoliques des lignines.

Mots clés : Miscanthus x giganteus, traitement ¢thanol organosolv, autohydrolyse, lignine de
bois broy¢, lignine organosolv, adhésifs et antioxydants.
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