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DESCRIPCION
Procedimiento de despolimerizacion de lignina con lacasas
[0001] La presente invencion se refiere a un procedimiento de despolimerizacion de lignina.

[0002] La lignina es el segundo biopolimero renovable mas abundante, después de la celulosa, y, entre ellos,
constituyen mas del 70 % de la biomasa total.

[0003] La valorizacion de la lignina representa asi un gran desafio.

[0004] En la industria del papel, se obtienen grandes cantidades de lignina como subproductos o residuos, de
las cuales solo una infima parte se recupera en forma quimica. En la industria del azdcar, cantidades significativas de
lignina también se obtienen en forma de residuos durante la extraccion del jugo de la cafia de azucar. La lignina se
usa principalmente como un aglutinante o dispersante, o para la preparacion de biogas con un tratamiento a alta
temperatura (800 °C-1000 °C). Asimismo existen procedimientos de despolimerizacion de lignina con la participacion
de derivados clorados, no satisfactorios desde un punto de vista medioambiental.

[0005] En la actualidad, existen pocos procedimientos viables econémicamente que usan la lignina como
materia prima para producir compuestos quimicos.

[0006] Existe, por tanto, una necesidad para un nuevo procedimiento de recuperacion de lignina, que sea viable
econémicamente y aceptable desde un punto de vista medioambiental.

[0007] El articulo “Dégradation of nonphenolic lignin by the laccase/1-hydroxybenzotriazole system”, Srebotnik,
E., y col., Journal of Biotechnology, vol. 81, no. 2-3, 25 de agosto de 2000, paginas 179-188, describe un procedimiento
para la despolimerizacion de lignina no fendlica que comprende una etapa de oxidacion de la lignina no fendlica con
lacasa en presencia de hidroxibenzotriazol en una mezcla que comprende N,N-dimetilformamida y en presencia de
aire. El documento WO 2013/090430 describe un procedimiento que implica la degradacion de lignina no fendlica que
comprende la puesta en contacto de lignina con lignina depolimerasa (lacasa) y un compuesto auxiliar. El articulo
“Lignin oxidation by laccase isozymes from Trametes versicolor and role of the mediator 2,2'-azinobis(3-
ethylbenzthiazoline-6-sulfonate) in kraft lignin depolymerization”, Bourbonnais, R., y col., Applied and Environmental
Microbiology, vol. 61, no. 5, 1 de mayo de 1995, paginas 1876-1880, describe un procedimiento para la
despolimerizacion de lignina no fendlica que comprende una etapa de oxidacion de lignina con un sistema que
comprende lacasa y acido 2,2-azino-bis-(3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico) (ABTS). El articulo “Involvement of lipid
peroxidation in the dégradation of a non-phenolic lignin model compound by manganese peroxidase of the litter-
decomposing fungus Stropharia coronilla”, Kapich, A., y col., Biochemical and Biophysical Research Communications,
vol. 330, no. 2, 6 de mayo de 2005, paginas 371-377, describe un procedimiento de degradacién de un compuesto
modelo de lignina no fendlica por peroxidasa de manganeso. El articulo “Réduction of the 2,2'- Azinobis(3-
Ethylbenzthiazoline-6-Sulfonate) Cation Radical by Physiological Organic Acids in the Absence and Presence of
Manganese”, Patrick J Collins, Alan D W Dobson, Jim A Field, Applied and Environmental Microbiology, Vol. 64, No.
6, junio de 1998, pags. 2026-2031, describe un procedimiento para el reciclaje de los radicales catidnicos de ABTS en
su forma reducida, de modo que puedan ser reutilizados. El documento describe que la concentraciéon de mediador
redox usada en los tratamientos de compuestos no fendlicos tales como pulpa de lignina con lacasa puede ser
reducida.

[0008] La presente invencion tiene como objeto proponer un nuevo procedimiento de despolimerizacion de
lignina que sea eficaz y conveniente desde un punto de vista medioambiental, permitiendo acceder a productos de
despolimerizacion recuperables en los diferentes campos industriales, tales como las biorrefinerias, agroalimentario o
incluyo el cosmético.

[0009] Otro objetivo de la presente invencion es proponer un procedimiento que permita acceder de manera
controlada, a productos de despolimerizacién de tamarfios diversos como acido 3,4-dimetoxibenzoico acido vanilico
metilado), veratraldehido (vainillina metilada), veratrol (Quayacol metilado), o diformil guayacol metilado.

[0010] El procedimiento de la presente invencién propone combinar, de manera secuencial, la accién de una
enzima y la accion de un agente oxidante.

[0011] Mas particularmente, la presente invencion se refiere a un procedimiento de despolimerizacion de lignina
que comprende:

- una etapa de oxidacion de lignina no fendlica por la puesta en presencia, en al menos un disolvente, de lignina no
fendlica, lacasa, un mediador redox seleccionado entre el grupo constituido por acido 2,2-azino-bis-(3-
etilbenzotiazolina-6-sulfénico) (ABTS), acido violurico, acido hidroxiantranilico, TEMPO y N-hidroxi-ftalimida, y una
fuente de oxigeno, por lo que se obtiene una mezcla que comprende lignina no fendlica oxidada, y
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- una etapa de despolimerizacion de lignina no fendlica oxidada asi como obtenida, por adicion de un agente oxidante
nucledfilo, siendo dicha lignina no fendlica lignina alquilada obtenida a partir de lignina fendlica por funcionalizacién de
funciones fenol de dicha lignina fendlica con alquilos, para dar funciones alcoxi.

[0012] El procedimiento de la invencion es no microbioldgico, en el sentido de que no usa microorganismos
(tales como hongos) que expresan de manera endégenamente lacasas.

[0013] Los inventores observaron, de manera sorprendente, que la accion en la lignina no fendlica de una
lacasa en presencia de un mediador redox y de una fuente de oxigeno, seguido por la adicion de un agente oxidante,
tiene como efecto despolimerizar de manera eficiente la estructura de lignina.

[0014] Durante la primera etapa del procedimiento (etapa de oxidacion), las funciones hidroxilo en posicion
bencilica de la lignina no fendlica son oxidadas en funciones cetona. Durante esta etapa, la estructura polimérica de
lignina no esta fragmentada y sustancialmente no se corta ninguin en lace C-C.

[0015] Durante la segunda etapa del procedimiento (etapa de despolimerizacion, también conocida como
fragmentacion), los enlaces C-C de la estructura polimérica de la lignina estan rotos. Sin desear quedar ligado a una
teoria particular, los enlaces C-C rotos de esta forma son aquellos que se encuentran en la proximidad de las funciones
cetona formadas durante la primera etapa del procedimiento.

[0016] El procedimiento de la invencion puede ser representado por el siguiente esquema ilustrativo:
1% etapa de 22 etapa de
oxidacion despolimerizacion O OH -177,
—_— . . + O .
Rl
corte oxidante
de enlace C-C OR

en el que el grupo -OR representa una funcién fenol funcionalizada de lignina no fendlica y el grupo R' representa otro
posible sustituyente (diferente de una funcion fenol) del grupo fenilo representado. La presencia, el nimero y el tipo
de grupo R' dependen de la lignina usada. Puede tratarse, por ejemplo, de uno o mas grupos metoxi.

[0017] El esquema anterior es meramente ilustrativo y no refleja esquematicamente la estructura de la lignina.

[0018] Como se explicara mas adelante, las dos etapas del procedimiento se llevan a cabo ventajosamente
una después de la otra en el mismo reactor.

[0019] Las condiciones de reaccion de las etapas del procedimiento de la invencién se describiran mas
adelante.
[0020] En general, en el contexto de la presente solicitud, se entiende por “medio de reaccion” el medio en el

que tienen lugar las etapas del procedimiento y que comprende un derivado de lignina, una lacasa, un mediador redox,
una fuente de oxigeno, al menos un disolvente, y opcionalmente un agente oxidante (dependiendo de si ya se ha
afadido o no).

[0021] Por “puesta en presencia”, se entiende ademas a la adicion de un reactivo en el medio de reaccion.

[0022] Dicho medio de reaccién también puede comprender otros reactivos tales como los descritos en la
presente solicitud.

[0023] La materia prima implementada en el procedimiento, a saber, la lignina no fendlica, se describira ahora.

Lignina no fendlica

[0024] Por “lignina no fendlica”, se entiende un derivado de lignina fendlica, que es el producto de reaccion de
la funcionalizacién de funciones fenol (Ph-OH) de una lignina fendlica (llamada simplemente también “lignina”).
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[0025] Una lignina no fendlica es una lignina modificada o funcionalizada, en la que al menos se modifica una
funcioén fenol. Preferentemente, al menos 50 %, incluso al menos 60 %, incluso al menos 70 %, incluso al menos 80 %,
incluso al menos 90 %, incluso al menos 95 %, incluso al menos 99 % de las funciones fenol de lignina son
modificadas.

[0026] Un tipo de lignina no fendlica se describe en particular en Srebotnik y col. (Journal of Biotechnology 81
(2000), 179-188).

[0027] Preferentemente, la lignina no fendlica no incluye funcion fenol libre (no funcionalizada).

[0028] Una lignina no fendlica se obtiene por reaccion de una lignina fendlica con un agente de funcionalizacion
apto para convertir funciones fenol de dicha lignina fendlica en funciones no reactivas durante la etapa de oxidacion
del procedimiento. La funcionalizacion de la lignina tiene como objeto proteger las funciones fenol durante la etapa de
oxidacion del procedimiento e impedirles que reaccionen. Las funciones fenol funcionalizadas de lignina no fendlica
por lo tanto no son reactivas durante la etapa de oxidacion con lacasas.

[0029] En el contexto de la presente invencion, se entiende por “funcionalizacién de lignina”, la funcionalizacion
selectiva de las funciones fenol, es decir, que las otras funciones hidroxilo de lignina (alcoholes alifaticos en particular)
no son funcionalizadas. Preferentemente, la funcionalizacién es total, es decir, que todas las funciones fenol son
funcionalizadas.

[0030] Los inventores han descubierto que usando una lignina fendlica segun el procedimiento de la invencion,
se mejora la despolimerizacién de lignina.

[0031] La alquilacién es un ejemplo de funcionalizaciéon adecuado para la implementacion del procedimiento.
Se usa, por ello, un agente de alquilacion a modo de agente de funcionalizacion.

[0032] Segun una realizacion, se puede usar lignina alquilada como lignina no fendlica.

[0033] Por “lignina alquilada”, se entiende lignina no fendlica en la que las funciones fenol son funcionalizadas
por alquilos (normalmente C4-C12), para dar funciones alcoxi.

[0034] Preferentemente, la lignina alquilada no incluye funcion fenol libre, es decir, que estan todas (o casi
todas) en forma de funciones alcoxi.

[0035] Segun una realizacion ventajosa, se puede usar lignina metilada como lignina no fendlica.
[0036] Se usa, por ello, un agente de metilacion a modo de agente de funcionalizacion.
[0037] Por “lignina metilada”, se entiende lignina alquilada en la que las funciones fenol son funcionalizadas

por metilos, para dar funciones metoxi.

[0038] Preferentemente, la lignina metilada no incluye funcién fenol libre, es decir, que estan todas (o casi
todas) en forma de funciones metoxi.

[0039] Tras la funcionalizaciéon de una lignina fendlica, con el fin de controlar la tasa de funcionalizacién y la
selectividad de funcionalizacion, se puede cuantificar por 3'P RMN la cantidad de funciones fendlicas opcionalmente
restantes (que, por lo tanto, no fueron funcionalizadas). Un procedimiento se describe en particular en Granat y col. J.
Agric. Food Chem., 1995, 43(6), 1538-1544.

[0040] Segun una realizacion, la lignina no fendlica es una lignina alquilada que se obtiene por la puesta en
presencia, en una solucién acuosa basica, de lignina fendlica y de un agente alquilante.

[0041] En el contexto de la presente invencioén, un agente alquilante es un compuesto apto para funcionalizar
las funciones fenol por grupos alquilo, al sustituir los atomos de hidrégeno de dichas funciones fenol con grupos alquilo
(para dar funciones alcoxi).

[0042] Preferentemente, se usa un agente alquilante que permite alquilar selectivamente las funciones fenol
de lignina, es decir, que las otras funciones hidroxilo de lignina (alcoholes secundarios en particular) no son alquiladas
en funciones alcoxi.

[0043] Preferentemente, se usa un agente alquilante que permite alquilar por completo funciones fenol de
lignina, es decir, que todas (o casi todas) las funciones fenol de lignina son alquiladas en funciones alcoxi.

[0044] Segun una realizacion ventajosa, la lignina no fendlica es una lignina metilada, que se obtiene
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preferentemente por la puesta en presencia, en una solucién acuosa basica, de lignina fendlica y de un agente
metilante.

[0045] En el contexto de la presente invencion, un agente metilante es un compuesto apto para funcionalizar
las funciones fenol con grupos alquilo, al sustituir los atomos de hidrégeno de dichas funciones fenol con grupos metilo.

[0046] Preferentemente, se usa un agente metilante que permite metilar selectivamente las funciones fenol de
lignina, es decir, que las otras funciones hidroxilo de lignina (alcoholes secundarios en particular) no son metiladas en
funciones metoxi.

[0047] La puesta en presencia del agente de metilacion se lleva a cabo normalmente gota a gota.

[0048] La puesta en presencia es normalmente seguida por una etapa de calentamiento del medio de reaccion,
a una temperatura comprendida normalmente de 50 °C a 100 °C.

[0049] Como agente metilante, se pueden mencionar dimetilsulfato (o sulfato de dimetilo), carbonato de dimetilo
(DMC), yoduro de metilo y diazometano.

[0050] Preferentemente, se usa dimetilsulfato, que permite metilar por completo y de forma selectiva las
funciones fenol de una lignina fendlica.

[0051] La etapa de metilacion de la lignina puede llevarse a cabo normalmente segin un procedimiento descrito
en Sadeghifar y col. Ind. Eng. Chem. Res. 2012, 51, 16713-16720.

[0052] La lignina se disuelve en una solucion acuosa basica, normalmente de carbonato de sodio (por ejemplo
a 0,7 M). La mezcla obtenida se agita, normalmente a temperatura ambiente, y un agente metilante es afiadido,
preferentemente gota a gota (a razén de aproximadamente 50 equivalente de agente metilante con respecto al niumero
de equivalentes de funciones fenol). La mezcla se caliente normalmente (por ejemplo a 80 °C) hasta que los reactivos
se consuman. La mezcla en entonces acidificada, filtrada y el solido obtenido se lava con agua destilada y se seca
para proporcionar la lignina metilada.

[0053] Sin desear quedar ligado a una teoria particular, los inventores han observado que la metilacion de la
lignina, al bloquear selectiva y completamente las funciones fenol, permite evitar de manera muy eficaz las reacciones
de polimerizacioén de la lignina durante la accion de lacasa, y asi mejorar la despolimerizacion.

[0054] El efecto de la metilacion se ilustra en particular en los ejemplos comparativos descritos a continuacion.
Una lignina no fendlica (no metilada) tratada con el procedimiento de la invencién no se despolimeriza.

Lignina fendlica

[0055] En el contexto de la presente invencion, se entiende por “lignina fendlica” o “lignina”, una forma natural
de lignina, que incluye funciones fenol libres (Ph-OH).

[0056] La estructura de la lignina se presenta en forma de una red tridimensional compleja, resultante de la
polimerizacion de unidades basicas que tienen como esqueleto un motivo fenilpropano. La lignina se refiere mas en
general a “ligninas”, en funcion de las unidades de base que la constituye. Entre las unidades de base de la lignina,
también denominadas monolignoles, se pueden mencionar principalmente alcohol paracoumarilico, alcohol coniferilico
y alcohol sinapilico.

[0057] En el contexto de la presente invencion, se entiende por “despolimerizaciéon” una reaccién en la que se
rompen los enlaces covalentes de la estructura polimérica de la lignina, dando lugar a productos de despolimerizacion
de tamafio inferior a la lignina de partida.

[0058] Por “tamario inferior”, se entiende que los productos de despolimerizacion obtenidos segun el
procedimiento de la invencion poseen una masa molecular inferior a la de la lignina no fendlica de partida.

[0059] Sin embargo, en el contexto de la presente invencion, el sentido del término “despolimerizacion” no debe
limitarse a la transformacion de la lignina no fendlica en unidades de base tales como las descritas anteriormente.

[0060] Normalmente, los productos de despolimerizacion de la lignina obtenidos segun el procedimiento de la
invencion se forman por una unidad de base, algunas unidades de base, incluso algunas decenas de unidades de
base. Se obtienen generalmente mezclas de productos de despolimerizacién, que incluyen un ndmero diferente de
unidades de base.

[0061] En general, dado la estructura compleja de la lignina, el procedimiento de la invencién proporciona una
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mezcla de productos de despolimerizacion de tamafos y estructuras diversos, que pueden llevar diferentes grupos
funcionales, tales como los grupos cetona, aldehido, acido, fenol, alcohol o metoxi por ejemplo, preferentemente acido,
metoxi, alcohol y cetona.

[0062] Dichos productos de despolimerizacion se pueden ser definidos como “monémeros”, “oligdmeros” o
“fragmentos” de lignina no fendlica.

[0063] Asi, por “procedimiento de despolimerizaciéon”, se entiende también un “procedimiento de
fragmentacion” de la estructura de la lignina.

[0064] Los productos de despolimerizacion obtenidos segun el procedimiento de la invencion presentan un
tamafio comprendido entre 100 g/mol y 5.000 g/mol, preferentemente entre 150 g/mol y 4.000 g/mol, ventajosamente
entre 200 g/mol y 3.000 g/mol, preferentemente entre 500 g/mol y 2.500 g/mol.

[0065] La mezcla de productos de despolimerizacion de la lignina se caracteriza normalmente por su masa

molecular promedio My, que representa el promedio de las masas molares ponderada por la masa de cada producto,
y que tiene como formula:

:E:lirﬂfiz

v :z:niﬁli

en la que ; designa el numero de productos i y M; designa la masa molecular del producto i.

M

[0066] Para una mezcla de productos de despolimerizacion obtenida segun el procedimiento de la invencion,
la masa molecular promedio M,,, puede ser medida por cromatografia de exclusién estérica (SEC para “Size Exclusion
Chromatography”).

[0067] La mezcla de productos de despolimerizacion presenta normalmente una masa molecular promedio M,
comprendida entre 100 g/mol y 5.000 g/mol, preferentemente entre 150 g/mol y 4.000 g/mol, ventajosamente entre
200 g/mol y 3.000 g/mol, preferentemente entre 500 g/mol y 2.500 g/mol.

[0068] La mezcla de productos de despolimerizacién obtenida segun el procedimiento de la invencion también
se puede caracterizar por la relacion molar entre la masa molecular promedio en masa M,, de dicha mezcla y la masa
molecular promedio en masa de la lignina de partida Mo.

[0069] Normalmente, usando el procedimiento de la invencién, se obtiene una relacion molar Mu/Mig
comprendida entre 1/3 'y 1/10.

[0070] La lignina no fendlica que sirve de materia prima en el procedimiento de la invencion puede ser obtenida
por cualquier procedimiento de funcionalizacién (alquilacion, metilacién, etc.) conocido per se, a partir de cualquier
fuente de lignina fendlica disponible, que sea comercial o bien extraida de residuos industriales ricos en lignina.

[0071] Como fuente de lignina fendlica, se puede usar las ligninas descritas a continuacion, y preferentemente
la lignina Kraft (por ejemplo resultante del licor negro), opcionalmente purificada, o bien la lignina de bagazo de cafia
de azucar, o cualquier otra lignina industrial.

[0072] Las ligninas utilizables en el contexto de la presente invencion se describen en concreto en Lignins and
Lignans: Advances in Chemistry, Cyril Heitne, John Schmidt, CRC Press, Taylor&Francis Group, 2010.

[0073] Ventajosamente, la lignina ha sido sometida a un pretratamiento con el fin de hacerla soluble en medio
acuoso.

[0074] Como lignina fendlica, se puede usar lignina Kraft, por ejemplo extraida de licor negro.

[0075] Las ligninas Kraft (también denominadas tioligninas) son compuestos hidrosolubles resultantes de la
produccién industrial de la pasta para papel por uso de iones sulfato.

[0076] La lignina Kraft utilizable en el procedimiento de la invencion se obtiene normalmente por extraccion de
licor negro, que es el licor de coccion resultante de la fabricacion de papel Kraft. Se trata de una solucién acuosa
compuesta por residuos de lignina y hemicelulosa disuelta de la pasta para papel, asi como otros compuestos quimicos
inorganicos (sales disueltas).
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[0077] La purificacion del licor negro se lleva a cabo normalmente de la siguiente manera. Se acidifica el licor
negro para precipitar la lignina. El sélido obtenido se centrifuga, aisla y extrae con etanol. Las fracciones liquidas se
recuperan y se concentran por evaporacion de etanol. El residuo se lava con una solucién acida para eliminar las sales
residuales. De esta forma se obtiene lignina Kraft.

[0078] La lignina Kraft extraida del licor negro se puede purificar adicionalmente de la siguiente manera para
eliminar las impurezas (normalmente compuestos monofenoles y residuos de degradacion). Se pone en presencia la
lignina Kraft con tetrahidrofurano, se filtra la mezcla obtenida para eliminar el sélido, se concentra el filtrado por
evaporacion del disolvente, acto seguido se lava el solido obtenido con dietiléter para eliminar las impurezas organicas,
tales como compuestos monofenoles (vainillina, acido vanilico, etc.) y residuos de degradacion. El sélido recuperado
se seca para dar la lignina Kraft purificada.

[0079] Como lignina fendlica, también se puede usar la lignina resultante del bagazo de la cafia de azicar.
[0080] El bagazo de la cafia de azucar es el residuo fibroso de la cafia de azucar obtenido después de la
extraccion del jugo. Constituye un desecho importante de la industria del aztcar, que no se valora suficientemente. La
lignina de bagazo de cafia de azUcar esta disponible comercialmente (Solvay).

[0081] También se puede usar una fuente de lignina industrial o0 mezclas de compuestos que comprenden
ligninas, normalmente mezclas de biomasa que comprenden lignina y otros constituyentes, tales como celulosa y/o
hemicelulosa, o incluso una mezcla de ligninas Kraft.

[0082] La lignina usada en el procedimiento de la invencién presenta normalmente una masa molecular
promedio en masa (Mis) comprendida entre 1.000 y 10.000 g/mol, preferentemente entre 1.000 y 5.000 g/mol.

[0083] La masa molecular promedio en masa de lignina de partida (M) representa la media de las masas
molares ponderada por la masa de cada tamafio de lignina, y tiene como férmula:

anMj2

M, =
b Z”ij
7

en la que n; designa el numero de moléculas de lignina de tamario j y Mj designa la masa molecular de una lignina de
tamano j.

[0084] Este valor se indica nhormalmente por el proveedor de lignina o bien puede ser determinado por una
medida de cromatografia de exclusion estérica, como se ha descrito anteriormente.

[0085] Las etapas del procedimiento de la invencion se describiran a continuacion.

Etapa de oxidacién con lacasas

[0086] La primera etapa del procedimiento de la invencién consiste en poner en presencia, en al menos un
disolvente, lignina no fendlica tal como se describe anteriormente, una lacasa, un mediador redox y una fuente de
oxigeno.

[0087] Esta etapa conduce a la oxidacion de la lignina no fendlica por la accion del sistema lacasa/mediador
en presencia de una fuente de oxigeno, con lo que se obtiene una mezcla que comprende lignina no fendlica oxidada.

[0088] Por “lignina no fendlica oxidada”, se entiende una lignina no fendlica, como se ha definido anteriormente,
en la que las funciones hidroxilo en posicién bencilica se han convertido selectivamente en funciones cetona.

[0089] Durante esta etapa, la lignina no fendlica no esta esencialmente despolimerizada, es decir, que esta
etapa no afecta (o afecta muy poco) a la estructura polimérica de la lignina, en particular no rompe (o rompe pocos)
enlaces C-C.

Lacasa

[0090] Las lacasas (EC 1.10.3.2) son una familia de enzimas que se encuentra en muchas plantas, hongos y
microorganismos.
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[0091] In vivo, las lacasas tienen una actividad oxidante y actian como un catalizador en un procedimiento de
oxidacién enzimatica.

[0092] Las lacasas utilizables en el procedimiento de la invencion se pueden derivar de plantas, hongos o
microorganismos. Las lacasas procedentes de hongos incluyen en concreto las lacasas de los géneros Aspergillus,
Neurospora (por ejemplo Crassa Neurospora), Podospora, Botrytis, Collybia, Fomes, Lentinus, Pleurotus, Trametes
(por ejemplo Trametes villosa y Trametes versicolor), Rhizoctonia (por ejemplo Rhizoctonia solani), Coprinus (por
ejemplo Coprinus cinereus, Coprinus comatus, Coprinus friesii y Coprinus plicatilis), Psathyrella (por ejemplo
Psathyrella condelleana), Panaeolus (por ejemplo Panaeolus papilionaceus), Myceliophthora (por ejemplo
Myceliophthora thermophila), Schytalidium (por ejemplo Schytalidium thermophilum), Polyporus (por ejemplo
Polyporuspinsitus), Phlebia (por ejemplo Radiata phlebia), Pycnoporus (por ejemplo Pycnoporus cinnabarinus) o
Coriolus (por ejemplo Coriolus hirsutus). Las lacasas procedentes de bacterias son por ejemplo procedentes de
Bacillus.

[0093] Preferentemente, se usa una lacasa procedente de Trametes versicolor, comercializada por Sigma
Aldrich.
[0094] La relacion de la cantidad de lacasa en presencia (en mg) en la cantidad inicial de lignina no fendlica

presente en el medio de reaccion (en gramos) esta comprendida generalmente entre 0,1/1'y 5/1.

[0095] En el contexto de su uso in vitro, para la oxidacion de un sustrato constituido por moléculas voluminosas
(normalmente de masa molecular superior a 5.000 g/mol), las lacasas son generalmente asociadas a un “mediador
redox”, que es un compuesto quimico de pequefio tamafio (normalmente de masa molecular inferior a 1.000 g/mol)
que actia como un producto intermedio redox entre las moléculas de lacasas y las moléculas del sustrato a oxidar.
Los mediadores redox se describen en concreto en Bourbonnais R. Appl. Enviro Microbiol. 1995, 61, 1876-1880.

[0096] Los mediadores redox también se designan como agentes de transferencia de electrones ya que facilitan
la transferencia electronica entre las lacasas y el sustrato a oxidar.

[0097] El principio de la mediacion redox es una tecnologia conocida en si.

[0098] En el contexto del tratamiento de la lignina con lacasas, en ausencia de un mediador redox, las
interacciones quimicas entre las lacasas, que son proteinas de gran tamafio, y las moléculas de lignina, que son
polimeros de gran tamafio, seran desfavorecidas. Se afiade asi un mediador redox para acelerar el procedimiento de
oxidacion enzimatica catalizado con lacasas.

[0099] La relacion de la cantidad de mediador redox puesta en presencia (en mmol) en la cantidad de lacasa
puesta en presencia (en mg) se comprende generalmente entre 1/1 y 1/50.

[0100] Preferentemente, el mediador redox implementado segun el procedimiento de la invencion es el acido
2,2-azino-bis-(3-etil-benzotiazolina-6-sulfénico) (ABTS).

[0101] Este mediador es particularmente adaptado para la oxidacion de lignina con lacasas.

[0102] A diferencia de otros mediadores redox, tales como hidroxibenzotriazol (HOBt) que se degrada

rapidamente en presencia de la lacasa al perder su actividad de mediador (HOBt se convierte en HBT por la pérdida
del atomo de oxigeno), el ABTS presenta una mejor actividad como mediador redox.

[0103] Los mediadores redox también pueden ser adecuados para la implementacién de la invencién: acido
violurico, acido hidroxiantranilico, TEMPO, N-hidroxiftalimida (Chakar y col. Can. J. Chem. 82: 344-352 (2004)).

Fuente de oxigeno

[0104] Por “fuente de oxigeno”, se entiende un reactivo apto para regenerar (reoxidar) los sitios activos de la
lacasa que participan en el contexto del procedimiento de oxidaciéon enzimatica mencionado anteriormente, que
proporciona in fine lignina no fendlica oxidada a partir de lignina no fendlica. Por “oxigeno”, se entiende aqui el
dioxigeno (Oy).

[0105] Preferentemente, la fuente de oxigeno es un gas que comprende oxigeno, tal como aire u oxigeno puro.

[0106] Como fuente de oxigeno, se puede mencionar oxigeno puro (O2), que se pone en presencia, por
burbujeo a presién atmosférica o bajo una presion de algunos bars, en el medio de reaccion que comprende, al
principio de la etapa de oxidacion, lignina no fendlica, una lacasa, un mediador redox y al menos un disolvente. Asi,
se consigue saturar ventajosamente el medio de reaccién en oxigeno disuelto.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2742 814 T3

[0107] Como fuente de oxigeno, también se puede mencionar aire o cualquier mezcla de gas enriquecida en
oxigeno.
[0108] Por “puesta en presencia de una fuente de oxigeno”, se entiende la introduccién de dicha fuente de

oxigeno en el medio de reaccion del procedimiento de la invencion. Dicha puesta en presencia puede llevarse a cabo
de forma ocasional o prolongada, preferentemente prolongada, siendo el objetivo perseguido saturar el medio de
reaccion con oxigeno disuelto.

[0109] Alternativamente, se puede usar, en lugar de la fuente de oxigeno, cualquier oxidante apto para
regenerar (reoxidar) los sitios activos de la lacasa que participan en el procedimiento de oxidacion enzimatica descrito
anteriormente.

[0110] La primera etapa del procedimiento se lleva a cabo ventajosamente en condiciones de pH y de
temperatura apropiadas para la reactividad de la lacasa usada, es decir, en condiciones de pH y de temperatura que
no desnaturalizan las propiedades de la lacasa.

[0111] Preferentemente, la primera etapa del procedimiento de la invencién se lleva a cabo en medio acido,
normalmente en un tampén a pH = 4.

[0112] Preferentemente, la primera etapa del procedimiento de la invencién se lleva a cabo a una temperatura
comprendida entre 20 °C y 60 °C, preferentemente alrededor de 40 °C.

[0113] Estas condiciones son particularmente adecuadas para la implementacién de la lacasa procedente de
Trametes versicolor.

[0114] Se podran adoptar las condiciones dptimas de pH y de temperatura 6ptimas asociadas al tipo de lacasa
usado, siendo estas condiciones generalmente conocidas por una lacasa dada.

[0115] La primera etapa del procedimiento segun la invencion se lleva a cabo en presencia de al menos un
disolvente.

[0116] Segun una realizacion, el disolvente es una mezcla que comprende agua y un disolvente organico polar.
[0117] Preferentemente, el disolvente es una mezcla que comprende una soluciéon tampén de pH acido

(normalmente con pH = 4) y un disolvente organico polar.

[0118] El uso de dicha mezcla como disolvente tiene la ventaja de solubilizar la lignina no fendlica asi como el
conjunto de reactivos puestos en presencia. De este modo, se obtiene una mezcla de reaccién homogénea, en la que
las interacciones quimicas se ven facilitadas.

[0119] Segun esta realizacion, el disolvente comprende preferentemente entre 30 % y 70 % en volumen de
agua, ventajosamente entre 40 % y 60 %, con respecto al volumen total de disolvente.

[0120] El complemento de disolvente estd normalmente constituido por un disolvente organico polar,
preferentemente lo suficientemente volatil para ser separado de los productos de despolimerizacién por evaporacion,
opcionalmente a presion reducida.

[0121] El disolvente es normalmente una mezcla de agua para solubilizar la lacasa y un éter apto para
solubilizar la lignina no fendlica, como dioxano. Una mezcla de dioxano/agua (1/1) se puede utilizar normalmente.

[0122] La primera etapa se lleva a cabo segun una dilucién de tal manera que para 1 g de lignina no fendlica,
se usa un volumen de disolvente comprendido de 10 ml a 100 ml, preferentemente de 30 ml a 70 ml, normalmente de
50 ml.

[0123] El experto en la materia sera capaz de adaptar la dilucion del medio de reacciéon en funcién de la
solubilidad de la lignina no fendlica de partida, de la temperatura de la reaccién y/o de la viscosidad del medio de
reaccion.

Etapa de despolimerizacion

[0124] Los inventores han descubierto que poniendo en presencia la lignina no fendlica oxidada resultante de
la primera etapa del procedimiento de la invencion con un agente oxidante, se lograria depolimerizar de manera eficaz
la estructura de lignina para obtener productos de despolimerizacion de lignina.

[0125] Por “agente oxidante”, se entiende una sustancia apta para oxidar las especies presentes en el medio
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de reaccion. Preferentemente, el agente oxidante es nucledfilo.

[0126] Como agente oxidante nucledfilo, se pueden mencionar los perdxidos, como perdxido de hidrogeno
(H202) y perdxido de benzoilo, o bien compuestos tales como O3, KMnOs y NalO4, o incluso cualquier oxidante
nucledfilo usado habitualmente en quimica organica.

[0127] El agente oxidante es preferentemente peroxido de hidrégeno (H205).

[0128] El peroxido de hidrégeno estas disponible normalmente en forma de una solucién acuosa al 35 %
masico, lo que equivale a una concentracion molar de aproximadamente 10 M.

[0129] Preferentemente, en general, cuando el agente oxidante es peroxido de hidrogeno, la relacion de la
cantidad de agente oxidante puesta en presencia (en mol) en la cantidad de lignina no fendlica oxidada presente en
el medio de reaccion (en gramos) se comprende entre 0,01/1 y 0,02/1.

[0130] La segunda etapa del procedimiento tiene lugar preferentemente en un medio basico, en concreto
cuando el agente oxidante es peroxido de hidrogeno. Asi, cuando la primera etapa del procedimiento tuvo lugar en un
medio de pH neutro o acido, entonces es necesario pasar a un medio basico, y ello, preferentemente antes de poner
en presencia el agente oxidante. Para pasar a un medio basico se puede usar cualquier procedimiento conocido per
se, como la adiciéon de una solucién acuosa basica, normalmente carbonato de sodio, en el medio de reaccion.

Implementacién del procedimiento

[0131] Una implementacion tipica del procedimiento de la invencién se describira a continuacion.

[0132] Las etapas del procedimiento se implementan normalmente una tras otra en el mismo reactor.

[0133] Alternativamente, se pueden llevar a cabo dos etapas de manera separada, en dos reactores distintos.
[0134] Segun una realizacion particular, en un reactor provisto de un sistema de calentamiento, de un medio

de agitacion, y opcionalmente, de un sistema refrigerante, se introduce la lignina no fendlica y una parte del disolvente
y se agitan hasta una disolucidon completa. Se afiade acto seguido una solucion de mediador redox en una parte del
disolvente, después se afade una solucion de lacasa en el resto del disolvente.

[0135] Se pone a continuacion en presencia la fuente de oxigeno, preferentemente de forma continua,
normalmente por burbujeo en el medio de reaccion cuando la fuente de oxigeno es gaseosa.

[0136] La temperatura de la mezcla se mantiene normalmente entre 20 °C y 60 °C, preferentemente alrededor
de 40 °C, hasta alcanzar la oxidacion total de la lignina no fendlica. En esta fase, finaliza la primera etapa del
procedimiento.

[0137] A continuacioén se puede recuperar la lignina no fendlica oxidada.
[0138] Alternativamente, se puede continuar ventajosamente el procedimiento al llevar a cabo la segunda etapa
en el mismo reactor. Segun este modo, se puede colocar en un pH basico al basificar, en caso necesario, el medio de

reaccion.

[0139] Después se puede afadir el agente oxidante de manera preferentemente continua, normalmente gota
a gota, cuando el agente oxidante es una solucion.

[0140] La temperatura de la mezcla se mantiene normalmente superior a 70 °C, normalmente alrededor de
90 °C.

[0141] El progreso de la reaccion es seguido por SEC (cromatografia por exclusion estérica).

[0142] Se prosigue la agitacion y el calentamiento del medio de reaccion hasta obtener el grado deseado de

despolimerizacion.

[0143] Una vez finalizada la despolimerizacion, los productos de despolimerizacion de la lignina pueden ser
recuperados, usando las técnicas de purificacién convencionales en el campo, a saber, la filtracidn, la extraccion, la
destilacién y/o la separacion por cromatografia. En concreto, el disolvente puede ser retirado por evaporacion,
opcionalmente a presién reducida.

[0144] El procedimiento de la invencion se ilustrara ahora por medio de ejemplos y de ejemplos comparativos.
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EJEMPLOS
Reactivos

[0145] Licor negro (proporcionado por SMURFIT Kappa)

Dimetilsulfato (comercializado por Sigma Aldrich)

Lignina de bagazo de cafia de azucar (proporcionada por SOLVAY) acido 2,2-azino-bis-(3-etilbenzotiazolina-6-
sulfénico) (ABTS) (comercializado por Sigma Aldrich)

Lacasa de Trametes versicolor (comercializada por Sigma Aldrich)

Tampodn de acetato (pH = 4; 50 mM)

Perdxido de hidrégeno (35 %) (comercializado por Sigma Aldrich)

Ejemplo 1 - Extraccién de lignina Kraft a partir de licor negro

[0146] La lignina Kraft ha sido extraida del licor de coccion (comercializada por SMURFIT KAPPA) con un
tratamiento acido, para hacerla precipitar. Un post-tratamiento con etanol permite eliminar las sales de sodio
residuales.

[0147] Se disuelve 800 g de licor negro en 2 | de agua destilada y la mezcla se acidifica lentamente (de pH =
13 a pH = 1,5) por medio de una solucién de HCI 6N. La mezcla se centrifuga a 4.000 rpm durante 10 minutos, el
residuo de transferencia se recupera y se trata de nuevo con una solucion de HCl a pH = 1,5 y de nuevo se vuelve a
centrifugar (repetir 3 veces con HCI con pH = 1,3). Se afiade después etanol al sélido obtenido. Tras la filtracion, la
fase de etanol se evapora y el residuo se lava con una solucion de HCI a pH = 1,5 para eliminar las sales residuales.
Tras la centrifugacion, el residuo de transferencia se recupera y se liofiliza. De esta forma se obtienen 180 g de lignina
Kraft.

[0148] De los 180 g de lignina Kraft asi obtenidos, se extraen 10 g que se disuelven en 200 ml de
tetrahidrofurano (THF). Tras la agitacion durante 30 minutos bajo ultrasonidos, la mezcla se filtra para eliminar el
depdsito soélido blanco, insoluble en THF. Tras la evaporacion del THF, se obtienen 9,2 g de un sdélido marron. Este
soélido marron se disuelve en 100 ml de dietiléter (Et20). Una fraccién permanece insoluble Et,O (8,1 g) y la fraccion
soluble (0,9 g) se analiza por GC-MS tras sililacion con el fin de volver volatiles a los compuestos.

[0149] Este analisis pone de manifiesto la presencia de monofenoles como la vainillina o el acido vanilico y los
residuos de la degradacion de azucares. La fraccion insoluble se compone de lignina Kraft purificada, que puede ser
usada posteriormente para la metilacion y el procedimiento de despolimerizacién de la presente invencion.

Ejemplo 2A - Metilacién de lignina Kraft

[0150] Se disuelve 1 g de lignina Kraft en 20 ml de una solucién de NaOH a 0,7 M (0,56 g) y la mezcla se agita
a temperatura ambiente durante 10 minutos, después se afiaden lentamente 0,8 ml de dimetilsulfato ((MeO).S03). La
agitacion continud durante 30 minutos a temperatura ambiente. La mezcla de reaccion se calienta después a 80 °C
durante 4 horas, al afiadir una solucion de NaOH a 0,7 M para homogeneizar el medio de reaccién (aproximadamente
se afiaden 10 ml de NaOH a 0,7 M adicionales). Después de 4 horas de reaccion, la mezcla se enfria a una temperatura
ambiente y se acidifica con una soluciéon de HCI 2 M hasta pH = 2. El bruto de reaccion se filtra y el sélido obtenido se
lava con agua destilada y se seca por liofilizacion. De esta forma se obtienen 0,874 g de lignina Kraft.

Ejemplo 2B - Metilacién de lignina de bagazo de cafia de azucar

[0151] La lignina de bagazo de cafia de azUcar fue proporcionada por SOLVAY y usada sin pretratamiento
previo.
[0152] La lignina de bagazo es tratada en las condiciones descritas en el Ejemplo 2A. De esta forma se obtienen

0,92 g de lignina metilada.

Ejemplo 3A - Despolimerizacion de lignina metilada (procedente de lignina Kraft)

[0153] Se disuelve 1 g de lignina metilada obtenida en el Ejemplo 2A en 25 ml de dioxano y la mezcla se agita
a temperatura ambiente hasta disolucién completa.

[0154] Luego, se prepara una solucién de 51 mg de acido 2,2-azino-bis-(3-etilbenzothiazolina-6-sulfénico)
(ABTS) (0,1 mmol) en 1 ml de tampdn acetato (pH = 4; 50 mM), que se afiade a la solucion de lignina metilada.

[0155] Se prepara a continuacion una solucion de 5 mg de lacasa en 200 ml de tampdn de acetato, se extraen

24 ml de esta solucion que se afiade lentamente al medio que contiene la lignina metilada a 40 °C. Tras la adicién de
lacasa, se introduce oxigeno gaseoso en la mezcla por burbujeo durante 1 hora a 40 °C, usando un balén lleno de
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oxigeno.

[0156] Después de 22 horas de reaccion a 40 °C, se afiade 1 ml de una solucién de NaOH 3 M, luego se afiade
lentamente 1 ml de una solucién acuosa de peroxido de hidrégeno (35 %, 10 mmol), siendo la mezcla agitada a 90 °C.
[0157] El progreso de la reaccion es seguido por SEC (cromatografia por exclusion estérica). El analisis por

SEC se realiza usando tres columnas de tipo TSK-gel (3000 PW, 4000 PW, 3000 PW) acoplados en serie, con
hidréxido de sodio 1 M hasta un pH = 12 y NaNs (3 %) en agua osmotizada como eluyente. El caudal es de 1 ml/min
y la deteccion se realiza por UV a una longitud de onda de 280 nm.

[0158] La primera etapa de la reaccion (accion del sistema lacasa/ABTS) conduce a una baja
despolimerizacion. La segunda etapa (accion del perdxido de hidrégeno) conduce a una fuerte despolimerizacion, con
la formacién de moléculas de baja masa molecular que se ha aislado e identificado.

[0159] Después de 40 horas de reaccion, la mezcla se lleva a pH = 6-7 con una solucion de HCI 1 N y el bruto
de reaccion se extrae con diclorometano (3x50 ml). Tras el secado de la fase organica sobre sulfato de sodio (Na2SO4)
y la evaporacién de los disolventes volatiles, se purifica el bruto por cromatografia ultrarrapida (con
eluyente:diclorometano/metanol 99/1 a 90/10).

[0160] También se aislaron 30 mg de acido 3,4-dimetoxibenzoico a partir de 1 g de lignina metilada obtenida
en el Ejemplo 2A.

Ejemplo comparativo 1

[0161] A modo de comparacion, la lignina Kraft purificada obtenida en el Ejemplo 1 se someti6 a la accion del
sistema lacasa/ABTS, al aplicar directamente las condiciones de reaccion descritas en el Ejemplo 3A (es decir, sin
llevar a cabo una metilacién de la lignina).

0162] El progreso de la reaccién es seguido por SEC (condiciones descritas anteriormente):
t (horas) M, M, Muw

0 661 902 1326
2 842 1254 1662
73 905 1036 1821

M,: pico de peso molecular, en g/mol

Mn: masa molecular promedio en numero, en g/mol

My: masa molecular promedio en masa, en g/mol

[0163] Se observa que la masa molecular promedio de las especies en presencia aumenta con la duracién de
reaccion.
[0164] De este modo, cuando la accion del sistema lacasa/ABTS se realiza en la lignina kraft no metilada, no

se observa despolimerizacion alguna, sino mas bien un aumento en la masa molecular de la lignina.

Ejemplo 3B - Despolimerizacion de lignina metilada (procedente de lignina de bagazo)

[0165] La lignina metilada obtenida en el Ejemplo 2B se traté al aplicar las condiciones de reaccion descritas
en el Ejemplo 3A (la accion de la lacasa se prolonga durante 65 horas, después de lo cual se afiade peroxido de
hidrégeno).

[0166] El progreso de la reaccion es seguido por SEC (condiciones descritas anteriormente):
t (horas) Mp Mn Mw
0 5054 | 1414 | 10245
2 4806 | 759 8681
65 3555 | 269 6857
70 2443 | 1601 4907
80 1525 130 2112
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[0167] La primera etapa de la reaccion (lacasa/ABTS) conduce a una baja despolimerizacion. La segunda etapa
(adicion del peroxido de hidrogeno en t = 65 h) conduce a la despolimerizacion con la produccion de fenoles de baja
masa molecular que no se han aislado e identificado.

Ejemplo comparativo 2

[0168] A modo de comparacion, la lignina de bagazo se sometio a la accion del sistema lacasa/ABTS, al aplicar

directamente las condiciones de reaccion descritas en el Ejemplo 3A (es decir, sin llevar a cabo una metilacién de la
[0169] El progreso de la reaccion es seguido por SEC (condiciones descritas anteriormente):
t (horas) Mp Mn Mw

0 2254 145 4957

1 4048 | 417 8245

24 9242 | 4282 | 17329
[01 70.]’ Se observa que la masa molecular promedio de las especies en presencia aumenta con la duracién de
reaccion.
[0171] De este modo, cuando la accion del sistema lacasa/ABTS se realiza en la lignina de bagazo no metilada,

no se observa despolimerizacion alguna, sino mas bien un aumento en la masa molecular de la lignina.

Ejemplo comparativo 3

[0172] A modo de comparacion, la lignina metilada obtenida en el Ejemplo 2B se sometié a la accion de
peroxido de hidrégeno en un medio basico, sin someterla previamente a la accién del sistema lacasa/ABTS.
[0173] Se disuelve 1 g de lignina metilada obtenida en el Ejemplo 2B en 25 ml de dioxano y la mezcla se agita
a temperatura ambiente hasta disolucién completa.
[0174] Luego, se afladen a la mezcla 25 ml de agua osmotizada.
[0175] Se afiade 1 ml de una solucion de NaOH 3 M, luego se afade lentamente 1 ml de una solucién acuosa
de perdxido de hidrégeno (35 %, 10 mmol), siendo la mezcla agitada a 90 °C.
[0176] El progreso de la reaccion es seguido por SEC (condiciones descritas anteriormente):
t (horas) Mp Mn Mw

0 5054 | 1414 | 10245

5 2541 404 4651

15 2394 153 4725
[0177] Se observa una despolimerizacion de la lignina metilada menos significativa que cuando es tratada de

antemano por la accién del sistema lacasa/ABTS.

[0178] Sin desear quedar ligado a una teoria particular, esta despolimerizacion parcial se explica por el hecho
de que, en la lignina (y por ende en la lignina metilada), un determinado porcentaje de funciones hidroxilo destinadas
a ser oxidadas por la puesta en presencia del sistema lacasa/mediador ya se encuentran en el estado oxidado, es
decir, en forma de cetonas. La ruptura oxidante de los enlaces C-C en la proximidad de estas funciones cetonas
provoca una despolimerizacion parcial.

[0179] Este ejemplo muestra, sin embargo, que la primera etapa del procedimiento es necesaria para optimizar
la accion despolimerizante del peréxido de hidrégeno.
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[0180] El analisis comparativo de las ligninas de bagazo obtenidas al final de los Ejemplos 2B, 3B, y al final del
Ejemplo comparativo 3 pone de manifiesto que la fragmentacion de la lignina es mas eficaz cuando la lignina metilada
se somete sucesivamente a la accion del sistema lacasa/ABTS y luego a la accion del perdxido de hidrégeno:

Lignina del Ejemplo 2B, no despolimerizada Mio = 10245

Lignina del Ejemplo 3B, tratada con lacasa + H20-» My=2112

Lignina del Ejemplo comparativo 3, tratada con H,O2| M,, = 4725
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REIVINDICACIONES
1. Procedimiento de despolimerizacién de lignina, que comprende:

- una etapa de oxidacion de lignina no fendlica poniendo en presencia, en al menos un disolvente, lignina no fendlica,
lacasa, un mediador redox seleccionado entre el grupo constituido por acido 2,2-azino-bis-(3-etilbenzotiazolina-6-
sulfénico) (ABTS), acido violurico, acido hidroxiantranilico, TEMPO y N-hidroxi-ftalimida, y una fuente de oxigeno, por
lo que se obtiene una mezcla que comprende lignina no fendlica oxidada, y

- una etapa de despolimerizacion de lignina no fendlica oxidada asi obtenida, por adicion de un agente oxidante
nucledfilo,

siendo dicha lignina no fendlica lignina alquilada obtenida a partir de lignina fendlica por funcionalizacion de funciones
fenol de dicha lignina fendlica por alquilos, para dar funciones alcoxi.

2. Procedimiento segun la reivindicacion 1, en el que la lignina no fendlica es lignina metilada.

3. Procedimiento segun la reivindicacion 2, en el que la lignina metilada se obtiene por la puesta en
presencia, en una solucién acuosa basica, de lignina fendlica y un agente metilante.

4. Procedimiento segun la reivindicacion 3, en el que el agente metilante es dimetilsulfato.

5. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que la fuente de oxigeno es oxigeno
puro o aire.

6. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que el mediador redox es acido 2,2-

azino-bis-(3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico).

7. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en el que el agente oxidante es peroxido
de hidrégeno.

8. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en el que la etapa de oxidacion se realiza
en un medio basico.

9. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en el que la lignina no fendlica es
resultante de la funcionalizacion de funciones fenol de lignina Kraft o de lignina de bagazo de cafia de azucar.
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