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RESUME

Afin de répondre aux politiques et aux demandes des consommateurs, le recyclage des
papiers journaux est un moyen de réduire la consommation en fibres vierges dans
’industrie papetiére. [ utilisation des enzymes lipase et laccase pour augmenter les
propriétés optiques du papier et réduire 1’utilisation de produits chimiques est une
alternative intéressante. Le détachement des contaminants et des particules d’encre et les
modifications chimiques effectuées par ces enzymes permettent d’augmenter la
blancheur et de diminuer ’encre résiduelle. ’action de la lipase s’effectue sur les
composes liposolubles. L’hydrolyse des véhicules d’encre a base d’huile végétale par
’enzyme va permettre aux particules d’encre d’étre détachées de la fibre. Dans le cas de
la laccase, elle agit sur les composés phénoliques lorsqu’elle est utilisée seule ou si elle
est couplée avec un médiateur. Le systeme laccase-médiateur (LMS) agit également sur
les composés non phénoliques. Notre hypothése est que la laccase permettra de détacher

les particules d’encre qui sont accrochées sur la lignine.

L’objectifs principal de cette étude est d’évaluer I’efficacité de désencrage des lipases el
laccases individuellement et en combinaison. Pour ce faire, nous avons déterminé les
optimums de pH et de concentrations enzymatiques qui favorise un maximum de gain de
blancheur et une plus grande diminution d’encre résiduelle pour la lipase et la laccase
individuellement, ainsi que pour le LMS et la combinaison de la lipase avec le LMS. Les
conditions qui ont €té utilisées devaient représentes ce qui est fait dans I’industrie. Nous
avons vérifié également si ’ajout d’un tensioactif permet d’améliorer davantage les

propriétés optiques.

La méthodologie utilis€e se subdivise en trois étapes : le traitement enzymatique, la

flottation et le blanchiment au peroxyde d’hydrogeéne. Lors de I’optimisation des



v

conditions enzymatiques, le pH, la concentration des enzymes, la concentration du
médiateur pour la laccase et la concentration des tensioactifs ont ét¢ variées dans le
traitement enzymatique. Ces traitements ont été effectué a 50°C pendant 180 minutes.
Par la suite, 1’étape de flottation a permis de retirer ’encre qui a €té décrochée dans
I’étape précédente. La flottation a été effectuée pendant cing minutes a un pH de 9, a une
température de 50°C, a une consistance de 0,55% avec un ajout de 0,3% d’acide oléique
et 200 ppm de chlorure de calcium. Le blanchiment au peroxyde d’hydrogéne a été
effectué avec 2,36% d’hydroxyde de sodium, 3,00% de peroxyde d’hydrogene, 3,00% de

silicate de sodium a une température de 70°C pendant 180 minutes.

Les conditions optimales de la lipase que nous avons déterminées sont 10 Ul/g de pate
seche de lipase, sans ajustement du pH de la pate. Avec ces conditions, les propriétés
optiques ont ¢ét¢ améliorées de 1,0 % ISO et de 20 ppm d’encre résiduelle
comparativement a la référence de chaque essai. Avec I’ajout de 0,01 % du tensioactif
Deteric ODP-LF, I’amélioration de blancheur par rapport a la référence a été augmentée
de 1,9 % ISO et de 0,7% par rapport a 1’ajout de lipase seule et la concentration d’encre
résiduelle effective de 19 ppm. Les conditions optimales de la laccase déterminées ont
été de 5 Ul/g de laccase, sans ajustement de pH avec 0,5% de médiateur. Cependant avec
le systeme laccase-médiateur de tres faibles gains ont été obtenus et 1’ajout de tensioactif
n’a démontré aucun gain supplémentaire. De plus, la combinaison de la lipase et du LMS
nous a permet de conclure qu’il n’existe pas de synergisme entre les deux enzymes. Ces
résultats démontrent que [’utilisation de ces enzymes sous ses conditions, ne peut étre
envisagée dans I’industrie papetiere et qu’il est nécessaire de poursuivre la recherche sur

Putilisation d’enzymes dans le désencrage.
Mots Clés

Lipase, laccase, désencrage, enzyme, pate désencrée, bioblanchiment.
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CHAPITRE 1
INTRODUCTION

L’industrie québécoise des pdtes et papiers a vécu une crise importante et est
présentement en cours de redressement. La diminution de la disponibilité des fibres,
’augmentation des colits de la fibre vierge et la force du dollar canadien causent des
problémes importants dans cette industrie. En effet, suite aux restructurations et a la
fermeture de plusieurs usines dans les derniéres années, I’industrie est a la recherche
d’opportunités et de solutions innovatrices qui permettront de sortir de cette situation
difficile. Une des solutions pour palier au probléme de la ressource fibreuse est
d’accentuer le recyclage des vieux papiers et d’utiliser cette fibre recyclée dans la
production des papiers conventionnels, mais aussi de papier a valeur ajoutée. La
consommation de papier recyclable par les usines canadiennes est en constante
augmentation, notamment par l’exigence de pourcentage minimal de fibres recyclées
dans les produits achetés par certains clients américain et canadien. De plus, les
demandes des clients sont exigeantes pour les blancheurs de leur produit, mais les
industries sont limitées dans leur augmentation d’utilisation de produits blanchissant a
cause des normes environnementales a respecter et du colit que cela représente.
D'ailleurs, [’une des composantes importantes de toute cette industrie est de dégager des

bénéfices, alors les colits de production doivent étre le plus économiques possible.

Le recyclage des vieux papiers est maintenant une habitude de la vie quotidienne dans
presque tous les foyers. La popularité du recyclage s’est développée suite a des pressions
environnementales et sociales. Le rapport Coulombe (Coulombe, 2005) sur la gestion
des foréts québécoises a certainement contribué¢ a ces pressions, de plus, les colts
d’enfouissement élevés, la sauvegarde des foréts et la réglementation américaine ont
contribué a I’augmentation de I’utilisation de la fibre recyclée. De méme, la quantité de

fibre recyclée qui doit étre ajoutée dans les types de papiers est réglementée, les



fabricants doivent non seulement respecter ces regles, mais aussi remplir les exigences
de leurs clients, qui sont de plus en plus « verts ». Afin de satisfaire toutes ces exigences,
le Québec doit importer des Etats-Unis le vieux papier nécessaire. Toutefois, la
concurrence de I’Europe et surtout de 1’Asie car elle offre une capacité de production a

grande échelle et a faible coft.

La fibre secondaire nécessite un traitement de désencrage afin que la qualité obtenue
puisse concurrencer celle de la fibre vierge. La qualité de cette fibre est en amélioration
graduelle et plusieurs projets de recherche ont pour but I’amélioration des propriétés de
la pate recyclée (Galland, 2006). L idée générale du désencrage est d’enlever I’encre et
les saletés contenues dans les papiers par une combinaison d’étapes afin de produire une

pate propre, exempte d’encre et généralement d’un niveau de blancheur plus élevé.

1.1 Problématique

Au Canada, le recyclage des vieux papiers et cartons comprend seulement 40 a 50 % des
papiers recyclables, cependant, ces chiffres sont en constante augmentation. La péte
recyclée sert principalement a fabriquer des papiers tissus, des cartons et du papier
journal. Les usines fabriquant du papier journal utilise généralement un mélange de pate
recyclée qui comprend de vieux papiers journaux (VPJ) et de vieux papiers magazines
(VPM), le pourcentage de ces derniers est variable, mais se situe aux environs de 80 % et

20 % respectivement pour les journaux et les magazines.

Dans le procédé de désencrage, plusieurs étapes séquentielles vont produire une pate
nommée pate désencrée. L’une des étapes la plus importante est la trituration, c’est a
cette étape que le décrochage de I’encre des fibres s’effectue. Si ’encre est bien
décrochée des fibres, il sera plus facile de I’éliminer dans les étapes ultérieures. Suite a
la trituration, I’étape ou la majorité des contaminants sont éliminés de la solution

aqueuse est la flottation. Par contre, cette technique n’est pas parfaite, la pate contient



toujours de I’encre résiduelle et les niveaux de blancheur de la pate désencrée
n’atteignent pas celui de la pate vierge. Depuis les années 80, il s’est amorcé un virage
écologique et les produits post-consommation sont maintenant davantage récupérés. Par
contre, cette récupération a augmenté le taux de contaminants entrant dans les usines de
désencrage. Afin d’éliminer tous ces types de contaminants, les technologies et
équipements sont en constante amélioration par souci de la qualité, mais aussi de
I’environnement. Notamment, par la fermeture des circuits d’eau blanche, la réutilisation
de cette eau durant le processus de désencrage et le traitement de cette derni¢re sont de

nouvelles avenues moins polluantes pour la pate recyclée.

De nos jours, les cellulases sont utilisées dans le désencrage de papiers journaux et les

xylanases dans la production de pate chimique (Welt, 1994). Plusieurs autres enzymes
sont également utilisées dans les procédés papetiers (Widsten et Kandelbauer, 2008). De

nouvelles voies en matiére de désencrage sont encore a explorer.

1.2 Projet de recherche

Au cours de la derniere décennie, plusieurs chercheurs se sont intéressés aux enzymes
dans I’industrie papetiere, notamment, dans la mise en pate surtout des pates chimiques,
dans le désencrage, dans le blanchiment et dans le traitement des eaux de procédés et des
eaux usées. Les enzymes utilisées pour le désencrage sont les cellulases, les xylanases et
plus récemment les lipases (Morkbak, 1998). Au cours des derniéres années, 1’utilisation
de laccases dans la mise en pite ou le blanchiment des pates kraft s’est avérée efficace
selon certaines études. (Balakshin et al., 2001; Camarero et al., 2007) L’utilisation de

laccases dans le désencrage de papiers journaux se trouve présentement dans la mire des

chercheurs (Xu et al., 2009).



Dans le cas de ce projet de recherche, I’approche préconisée consiste a améliorer la
blancheur d’une pate commerciale désencrée avec [’utilisation des enzymes lipase et
laccase. Les expériences se sont déroulées en trois €tapes : le traitement enzymatique, la
flottation et le blanchiment. Nos travaux se sont situés au niveau de I’étape du traitement
enzymatique, car les étapes de flottation et de blanchiment ont été constantes pour toute
la durée de I’étude. Notre hypothése de départ est que I’action des enzymes permet de
décrocher I’encre des fibres pour ensuite la retirer par la flottation. Par conséquence, le
décrochage substantiel de I’encre devrait nous permettre d’augmenter I’efficacité du
blanchiment puisque le contenu en encre aura diminué. L’utilisation de la lipase vise a
décrocher I’encre en hydrolysant les triglycérides des véhicules d’encre tandis que la

laccase vise a décrocher I’encre accrochée sur la lignine par une oxydation.

La pate utilisée a €té fournie par ’'usine Kruger située a Bromptonville, la lipase a été
fournie par la compagnie Innu Science et la laccase provenait de chez Sigma Aldrich.
Dans un premier temps, nous avons optimisé les conditions de pH et la concentration de
chacune des enzymes individuellement afin d’obtenir la meilleure amélioration du
niveau de blancheur et diminution de 1’encre résiduelle. Pour la laccase, nous avons
également ajouté un médiateur pour former un LMS et optimiser sa concentration de ce
médiateur. Dans un deuxiéme temps, nous avons ajouté des tensioactifs pour favoriser
’action des enzymes. En dernier lieu, nous avons combiné les enzymes lipases et le

LMS et ensuite, nous y avons ajouté un tensioactif.

1.3 Objectifs

L’objectif principal de ce projet est d’obtenir des gains au niveau de la blancheur de la
pate commerciale et une diminution de la concentration effective d’encre résiduelle
(ERIC) par une optimisation des conditions d’applications de chacune des enzymes. De

plus, les conditions d’utilisation des enzymes doivent étre applicables en industrie. Par la

suite, nous avons vérifié I’action des tensioactifs avec la lipase et la laccase. Finalement,



nous avons évalué s’il existe un synergisme entre la lipase et le systéme laccase-

médiateur, ce qui a ce jour n’avait pas encore été expérimenté.



CHAPITRE 2
LE DESENCRAGE CONVENTIONNEL

Le procédé de désencrage comprend généralement six étapes: la remise en pate, le
tamisage, I’épuration, le lavage ou la flottation, la dispersion et le blanchiment tel que
présenté dans la figure 2.1. L’industrie papetiére utilise deux techniques pour retirer
’encre et les contaminants des fibres du papier, 1l s’agit du lavage et de la flottation. La

flottation est la technique la plus utilisée dans le monde a ce jour.

i Cellules de flottation Epurateur
. | | [ | (particules légéres)
Classage
L/ g \_’ Classage
Pulpeur *

Epaississage
Epurateur +
{particules lourdes)

Epurateur
{particules lourdes)

Tour de blanchiment

FIGURE 2.1: Schéma du désencrage conventionnel

Généralement, le procédé de désencrage s’effectue a pH alcalin, cependant depuis
quelques années, quelques compagnies se sont tournées vers le désencrage au sulfite
neutre. La premicre application industrielle du désencrage au sulfite neutre a été réalisée
en 2004 par la collaboration de Paprican, Bowater et EKA chemicals. La majeure
distinction entre les deux procédés se situe au niveau des pH lors de I’étape de trituration
ou I’hydroxyde de sodium (NaOH) a été remplacé par du sulfite de sodium (Na,SO3) et
permet d’éviter d’ajouter du silicate de sodium (Na;SiO;) et du peroxyde d’hydrogéne

(H207). Ce procédé permet la réduction des colts de fabrication en réduisant la quantité



d’agents chimiques pour le désencrage et diminue la charge environnementale du
procédé, tout en gardant les propriétés optiques semblables et augmentant légérement les

propriétés physiques (Taylor, 2004).

Ce procédé permet d’éliminer un stage de blanchiment. Cependant, I’enlévement des
résidus d’encre visible est moins efficace que le désencrage conventionnel et requiére

une étape supplémentaire de désencrage tel qu’un traitement enzymatique (Moerkbak,

1998).

2.1 Etapes du procédé
21.1 La trituration

L’¢tape de mise en pate des vieux papiers est la trituration, elle consiste a mettre les
papiers dans une solution aqueuse avec de 1’agitation afin de désintégrer ces papiers pour
en faire une suspension de fibres. A cette étape, de I’hydroxyde sodium, du peroxyde
d’hydrogéne, de ’acide oléique et un agent stabilisateur sont ajoutés dans la suspension.
Le pH de ce milieu est de 10 ou supérieur et la température se situe a environ 40 °C.
Dans le triturateur, un mouvement induit par un rotor va entrainer une friction entre les
fibres pour obtenir une désintégration presque compléte. La pate résultante peut étre plus
ou moins diluée selon le type d’équipements ou le procédé de 1’usine. Suite a I’étape de
trituration, on retrouve un mélange de fibres, d’encre et de contaminants de fagon

hétérogene en solution.

2.1.2 Le tamisage et I’épuration

Les étapes suivant la trituration servent a nettoyer la pate. On retrouve notamment le
tamisage, 1’épuration et la flottation ou le lavage. Le tamisage ou classage consiste a
faire passer la pdte a travers une série de tamis pressurisés afin d’en retirer

mécaniquement un maximum de contaminants. Ces tamis peuvent étre de différents



types selon la grosseur et la forme des trous, cela permet d’éliminer des contaminants de

différentes natures et diametres.

Le nettoyage de la pate s’effectue avec des épurateurs tourbillonnaires. Ces équipements
sont également disposés en série dans les usines de désencrage. L’€puration sépare les
contaminants des fibres selon la densité sous I’action de la force centrifuge. Dans le cas
des épurateurs réguliers, les matiéres plus légeres que les fibres se dirigeront dans les
rejets. Il existe également des épurateurs & hautes densités, qui retirent les contaminants

plus lourds ainsi que des épurateurs inversés qui éliminent les contaminants de trés

faibles densités par rapport aux fibres.

2.1.3 Le lavage

Comme mentionné précédemment, la flottation est le procédé le plus répandu pour
nettoyer la pate. Par contre, le procédé de lavage est aussi utilis€ & ’occasion. Ce
procédé est majoritairement utilisé dans les usines de production de papiers tissus. Le
lavage consiste a diluer la pate et ses contaminants a treés basse consistance pour en
retirer ’eau. Par la suite, les contaminants sont alors éliminés avec celle-ci. L’eau
utilisée lors du lavage doit étre sensiblement propre, donc I’utilisation d’eau grise trop
contaminée n’est pas recommandée. L’un des inconvénients de ce procédé est
’utilisation d’une grande quantité d’eau. Le lavage est trés efficace pour retirer les
contaminants de tres petite taille (inférieur & 20um), les argiles et les glaises (cendres)
(Lévesque, 1999). Aussi, le lavage peut servir & épaissir la pate, notamment avant I’étape

de blanchiment.

2.1.4 La flottation

La flottation est la principale étape du procédé qui permet d’obtenir une pate exempte de

contaminants. L’équipement utilisé est une cellule de flottation. Le principe général de la

flottation est ’insufflation de petites bulles d’air dans la pite a une consistance trés



faible, ¢’est-a-dire entre 0,8 et 1% afin que les bulles s’accrochent aux contaminants et
remontent a la surface en formant une mousse. La flottation implique des tensioactifs ou
surfactants qui agissent comme collecteur d’encre et produisent de la mousse. Cette
derniére sera éliminée sous forme de rejet afin de récolter de la pate relativement propre.
La flottation peut retirer des particules de 10 & 100 um de la pate, mais elle est plus

efficace pour les tailles de 30 a 80um (Borchardt, 1997).

Plusieurs variables doivent étre prises en compte durant ce procédé, notamment, la
concentration de la pate, le débit d’air, les pressions de fonctionnement, le débit de la
pate, la température, le type de vieux papiers, la remise en circulation des eaux grises
dans le procédé et les parametres chimiques. Le principe de la flottation repose sur les
propriétés de surface ou la chimie de surface, c’est-a-dire, les propriétés hydrophobes,
hydrophiles et les attractions et répulsions entre les charges des particules. Les
tensioactifs utilisés dans la flottation servent a abaisser la tension de surface de I’eau,
réduisent I’interaction entre les fibres et I’encre et facilitent le mouillage des fibres. Ils
sont généralement de nature non ionique, nous en discuterons plus en détails dans la
section 2.2.2. Les tensioactifs non ioniques sont composés d’un groupement osidique
hydrophile et d’une chaine grasse hydrophobe. L’enlévement de [’encre avec le
tensioactif dans la cellule de flottation est complexe. Tout d’abord, les particules d’encre
présentes dans la pate sont de nature hydrophobe. Lors de ’adsorption du tensioactif sur
une particule d’encre, la téte polaire du tensioactif va s’orienter vers la solution aqueuse
et la téte polaire va s’accrocher aux particules. Plusieurs autres molécules d’acide gras
vont faire la méme chose sur la méme particule, et une micelle sera formée. La méme
chose se produit aussi sur les bulles d’air hydrophobes. L.’accrochage de la micelle de la
particule d’encre a la bulle d’air est réalisable avec les ions Ca** présent dans la solution
qui servent d’agent de pontage entre les deux. Ces agrégats vont monter vers la surface
grice a la bulle d’air et se retrouver dans la mousse qui sera éliminée. La figure 2.2
démontre le processus d’attraction des particules d’encres aux bulles d’air avec 1’aide du

savon de calcium (Lévesque, 1999).
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Normalement, comme les fibres sont hydrophiles, elles ne sont pas entrainées dans la
mousse. Cependant, des fines et des charges peuvent rester trappées dans la mousse. Un
deuxiéme stage de flottation va permettre a certaines de ces fibres de retourner dans la

pate acceptée, ce qui permet un meilleur rendement.

Généralement, trois €tapes suivent la flottation : I’épaississement, le raffinage et le

blanchiment. Ces trois étapes sont différentes selon les usines.

. . Particules d’encre

U

Les tétes polaires des surfactants
sont chargées négativement et
orientées vers la partie aqueuse.

Particules d’encre et bulles d’air
. 2+

liées avec le Ca™" pour remonter
a la surface

FIGURE 2.2: Schéma du mécanisme d'accrochage de I'encre aux bulles d'air
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2.1.5 Le blanchiment

Selon la demande des clients, le papier doit toujours étre d’une blancheur élevée et
colter le moins cher possible. Les industriels cherchent & dépasser le plus possible une
blancheur de 60 %ISO. Afin d’obtenir les standards demandés, la pate doit subir une
étape de blanchiment. Généralement, les pates désencrées sont blanchies par réduction
avec de I’hydrosulfite de sodium (Na;S;04) ou par oxydation avec du peroxyde
d’hydrogéne (H,03). Pour les blanchiments réducteurs avec 1’hydrosulfite de sodium, les
groupements carbonyles sont réduits en groupements alcool alors que le blanchiment au
peroxyde est de type oxydant et la réaction produit le changement des carbonyles des

groupements chromophores en groupement acide carboxylique.

La couleur pergue par notre ceil sur un papier provient des groupements chromophores
de la lignine. Ces derniers sont des groupements fonctionnels principaux tels que les
quinones, carbonyles, noyaux phénoliques, doubles liaisons éthyléniques, ou toutes les
combinaisons possibles de ces groupements. Ces groupements peuvent également se
retrouver dans les matieres extractibles. C’est 1’absorption de lumiére par la structure de

ces groupements qui provoque la couleur (Phan, 2004).

Le blanchiment est effectué¢ dans une tour de blanchiment et a pour but de modifier ou de
détruire les groupements chromophores de la lignine et des matieres extractibles. Suite a
ces modifications, la lignine et les matiéres extractibles ne sont pas enlevées de la

suspension de pate et permettent de garder un rendement élevé.

Le peroxyde d’hydrogéne est un agent oxydant puissant. Ce sont les anions

perhydroxyles formés qui permettent la réaction de blanchiment.
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En solution aqueuse, il forme un acide faible :
H,0, + H,0O - HOO™ + H30+ [2.1]
En milieu, alcalin, il forme 1’anion perhydroxyle :

H,O, + OH" - HOO + H,O [2.2]

Le blanchiment se déroule a des pH variant entre 10 et 11,5, car les ions hydrogenes
(H30™) sont supprimés et la concentration de 1’anion perhydroxyle (OOH’) augmente en
milieu alcalin. L’anion perhydroxyle est I’agent actif de blanchiment. Cet ion oxyde les
groupements chromophores de la lignine situés sur les chaines latérales, ce qui provoque
la diminution de possibilités de conjugaison pouvant former de la couleur et donc
augmenter la blancheur de la pate. Afin de contrer une diminution trop rapide du pH, le

silicate de sodium est ajouté a cette étape pour servir de tampon (Ye, 2004).

En présence d’ions métalliques dans une solution alcaline, le peroxyde peut é&tre
décomposé. Ces ions peuvent provenir de n’importe ou dans le procédé de désencrage.
Cette réaction est compétitive avec la réaction de blanchiment, il importe d’avoir une
étape de chélation précédent le blanchiment afin de capter ces ions métalliques qui
nuisent a la blancheur. Un prétraitement avec le DTPA est suffisant pour diminuer le
contenu de ces ions dans la pate. Par contre, d’autres facteurs peuvent influencer la
réponse au blanchiment, tels que la température, la consistance, le type de papier, la
concentration en encre résiduelle et en contaminants. Apres la réaction de blanchiment,
une neutralisation des ions perhydroxyles avec le métabisulfite de sodium (Na,S,0s) est
effectuée pour ramener le pH a 5,5 qui est généralement le pH de formation du papier sur

les machines a papier.
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2.2 Chimie du désencrage

2.2.1 Le noircissement alcalin

L’ajout de NaOH est essentiel a la chimie du désencrage, car il provoque un gonflement
des fibres et leur permet d’étre plus flexibles lorsque le pH est élevé. Le diametre des
fibres peut aller jusqu'a doubler et cela aide la friction entre les fibres. Le NaOH permet
la désintégration du papier en formant des liens hydrogéne entre les fibres et les fibrilles.
Aussi, il permet I’hydrolyse des liens esters des véhicules d’encre en un acide organique
et un alcool, ce processus est appelé la saponification. Cependant, I’augmentation du pH
tend a faire jaunir la lignine des pates mécaniques, notamment pour le papier journal et

affecter grandement la blancheur finale, on parle également de noircissement alcalin

(Borchardt, 1997).

2.2.2 Les tensioactifs

Un tensioactif peut étre utilisé pour différentes propriétés : mouillabilité, abaissement de
la tension de surface, dispersion, collecteur, moussant ou non moussant. Les tensioactifs
peuvent étre utilisés pour promouvoir le détachement de 1’encre des fibres de celluloses
pendant la mise en péte et la dispersion. Ils peuvent agir sur la taille, la forme et la
densité des particules d’encre, ce qui influence les capacités d’enlévement des particules.
Egalement, lors de la flottation et du lavage, le tensioactif peut agir sur les propriétés de
surfaces des contaminants et sur les propriétés moussantes. Lors de la formation de la
feuille, certains tensioactifs agissent comme agent de force humide et d’encollage
(Borchardt, 1997). Le terme surfactant peut €galement étre utilisé pour désigner un

tensioactif.

La composition chimique d’un tensioactif est faite de deux parties. La premiere est
hydrophobe non polaire, elle est composée d’une chaine aliphatique lipophile. La
deuxieme partie est hydrophile, elle est composée d’un ion ou d’un groupement

possédant un moment dipolaire qui est appelé la téte polaire (Da Silva, 2004). Il y a
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quatre types de tensioactifs de base qui dépendent de la charge €lectronique sur le
groupement hydrophile :

- non ionique : la téte polaire n’a aucune charge €lectrique,

- anionique : une charge négative sur le groupement hydrophile, ces
tensioactifs sont généralement utilisés dans les produits ménagers et sont
reconnus pour leur propriété moussante,

- cationique : la téte polaire comporte une charge positive qui forme des liens
avec les surfaces minérales, mais sont trés peu utilis€s dans le désencrage.

- amphotérique : la partie hydrophile comporte autant une charge positive que

négative.

2.3 Types d’encre et inconvénients du désencrage
2.3.1 Types d’encre

Lorsqu’il s’agit du désencrage de vieux papier journal, la date de I’impression a un
impact sur la facilité a désencrer le papier. Aussi, le désencrage se produit a pH alcalin,
ce qui contribue au jaunissement des fibres et affecte négativement les propriétés

optiques.

Pour I’impression du papier journal, il existe trois types d’encre : typographiques,
lithographiques et flexographiques. Les encres typographiques et flexographiques sont
beaucoup moins utilisées que I’impression lithographique, qui est communément
nommée « offset ». Les encres typographiques, constituées de pigments et d’huile
minérale ou végétale, séchent par pénétration dans le papier et elles sont facilement
décrochées des fibres et éliminées par flottation. L’encre flexographique est aussi
constituée a base d’eau et est caractérisée par un systéme d’encrage gravure avec un
cylindre qui tourne dans un bain d’encre (Lévesque, 1999). Par contre, cette encre est
difficilement éliminée par flottation, car elle est de nature hydrophile. On retrouve trés

peu de ce type d’encre en Amérique.
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Le procédé offset est beaucoup plus fréquent. II consiste en une impression sur surface
plane et se compose d’un véhicule d’huile minérale ou végétale, de pigments et d’un
vernis. Cette impression repose sur le principe que I’eau et I’huile ne se mélangent pas.
Cette encre est plus visqueuse et contient plus de pigments que les types précédents.
Cependant, I’'impression offset nécessite une moins grande quantité d’encre (50 % de
moins) et offre une meilleure coloration. Par contre, cette encre polymérise avec le
temps, ce qui signifie qu’elle devient plus difficile a décrocher lors du désencrage. Ce
sont I’oxygene et les rayons ultraviolets du soleil qui causent cette polymérisation.
L’impression offset est aussi utilisée pour I’impression de magazines, de revue, de livres,

etc.

Egalement, pour I’impression des magazines, le type d’encres utilisées peut étre les
encres héliogravures et les encres et vernis UV-IR (ultraviolet-infra rouge).
L’héliogravure est composée de pigments, d’un solvant agissant comme véhicule et
d’agents liants. Cette encre seche rapidement par 1’évaporation de solvant avec de la
chaleur. Le toluéne est souvent utilis¢ comme solvant, par contre, les
environnementalistes font des pressions pour remplacer le toluéne par 1’eau.
L’impression héliogravure permet d’obtenir une impression de grande qualité et elle est
tres utilisée dans la production de circulaire. L’encre de type UV-IR consiste en un
véhicule de nature chimique différente que les autres types d’encre, ce véhicule est
généralement composé de monomeéres, de polymere d’acrylate, de résines modifiées ou
d’agents photo-initiateurs. Ce type d’encre est soumis a un s€chage au rayonnement

ultraviolet et infrarouge, ce qui va former un film acrylique solide.

Elle est difficile a désencrer puisque la soude caustique ne peut l’attaquer pour la
fragmenter. Les particules auront un diameétre de S0 & 150 um et seront difficilement

enlevées par la flottation (Lévesque, 1999).
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2.3.2 Hypothése du décrochage de I’encre

Le décrochage de I’encre s’effectue lors de la premiere étape, c’est-a-dire lors de la
trituration. Lors de ce procédé, afin d’obtenir une individualisation des fibres, I’action
mécanique doit étre couplée avec des conditions chimiques appropriées et plusieurs

parametres doivent étre pris en considération (Tableau 2.1) (Lévesque, 1999).

TABLEAU 2.1: Paramétres de la trituration

Paramétres de la trituration
Action mécanique Temps
Concentration
Température
Vitesse du rotor
Type de papier Types de fibres (journal, magazine)
Charges
Types d’encre
Réactifs chimiques NaOH
Surfactant
Agents de désintégration
Agents de blanchiment

La trituration s’effectue en milieu alcalin, en y ajoutant de 1’hydroxyde de sodium on
obtient le pH nécessaire et cela provoque le gonflement des fibres. Le gonflement des
fibres et I’action mécanique contribuent a décrocher ’encre des fibres. Il se produit une
répulsion entre les particules d’encre et les fibres avec la présence des ions OH™ présent

dans la solution.

La répulsion produite induit le détachement de I’encre. Le surfactant s’adsorbe a la
surface des particules d’encres et des fibres et les forces de cisaillement dans le
triturateur provoquent le décrochage total de I’encre (Lorrain, 1998). Le schéma de la

figure 2.2 démontre I’action du surfactant (Massoutier, 2001).
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FIGURE 2.3: Schéma du mécanisme de décrochage de I'encre

2.4 Fractionnement de I’encre

La flottation collecte des particules de diamétres variant de 10 a 100 um. Afin que
’enlévement des contaminants soit optimal, les particules doivent se trouver dans cet
intervalle. Lors de la trituration, les particules d’encres peuvent étre fractionnées. Le
temps de trituration est une variable importante qu’il faut surveiller adéquatement pour
ne pas obtenir des particules trop petites. Les petites particules s’accrochent difficilement
aux bulles d’air durant la flottation et restent dans la pate vont avoir tendance a se
redéposer sur les fibres et affecteront la blancheur de la pate. De plus, de trés petites

particules sont difficiles a éliminer des eaux de procédé lors de la clarification.



CHAPITRE 3
LE DESENCRAGE ENZYMATIQUE

Depuis quelques années, la biotechnologie est impliquée dans plusieurs domaines tels
que la pharmaceutique, I’industrie alimentaire, ’entretien ménager, le textile et les pates
et papiers. La biotechnologie et plus particuliérement I’enzymologie est mise au service
de Dindustrie papetiére est utilisée commercialement depuis quelques années.
L’utilisation d’enzymes dans le recyclage des papiers recyclés offre une nouvelle
alternative au désencrage conventionnel. Puisque ce dernier est fait a partir d’un procédé
chimique, ce procédé bien que robuste ne permet pas aux fibres d’étre d’une blancheur
comparable a la fibre vierge. Le désencrage enzymatique offre une opportunité
biologique qui permet un gain de blancheur, mais aussi de multiples avantages
environnementaux. Cependant, il doit étre adapté selon le type de vieux papiers a

désencrer et le produit final désir€.

Les enzymes les plus connues et utilisées sont la cellulase, la xylanase et la lipase
(Bailey, 1998). La commercialisation de ces enzymes est maintenant chose courante.
Récemment, plusieurs opportunités dans le milieu papetier ont €t¢ démontrées en
utilisant I’enzyme laccase (Widsten, 2008). Les enzymes peuvent étre utilisées seules ou
en combinaison sous forme de cocktails. L’utilisation de ces enzymes dans les pates et
papiers n’est toutefois pas limitée pour le blanchiment, elle peut aussi servir & la

délignification des fibres, au traitement de I’eau de procéd¢ et dans la mise en pate.

L’utilisation des enzymes dans le désencrage vise a optimiser le décrochage de I’encre
des fibres, a diminuer la quantité d’encre résiduelle, a agir sur les groupements
chromophores de la lignine et par conséquent augmenter le niveau de blancheur. Les
mécanismes permettant ces résultats sont différents selon les enzymes et seront

expliqués dans les sections suivantes de ce chapitre.
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3.1 Généralités des enzymes

De nombreuses enzymes sont produites & partir de microorganismes, souvent il s’agit de
bactéries ou de mycetes (champignons ou moisissures). Ce sont des macromolécules de

natures protéiques qui produisent des réactions biochimiques.

3.1.1 Nomenclature

Afin de les nommer, le suffixe -ase est ajouté au nom du composé sur lequel agit
I’enzyme (ex. : cellulase) ou il est ajouté au type de réaction induite (ex. : oxydase). Les
enzymes agissent sur des groupements chimiques trés spécifiques, elles accomplissent
des réactions chimiques qui transforment ces groupements dans des conditions bien
précises. L’enzyme est considérée comme un catalyseur de réaction (Wolfgang, 2004).
Par exemple, la cellulase agit sur les liens glucosidiques de la cellulose jusqu’a former

des unités de glucoses.

La structure de base d’une enzyme est constituée de deux unités, qui ont des fonctions
tout a fait différentes. La premiere est le site actif, il s’agit de la section qui reconnait le
groupement ou molécule sur lesquels 1’action va étre effectuée et le transforme ensuite.
Le site actif est trés caractéristique et ne peut réagir qu’avec un groupement chimique
spécifique (Tableau 3.1). La seconde section est le «domaine d’attache» (binding
domain), cette section sert a attacher solidement I’enzyme a la matiére afin que le site
actif puisse effectuer son action sans contrainte (Figure 3.1). Par contre, ce ne sont pas
toutes les enzymes qui possedent une unité d’attache. Lorsqu’elle est présente, le
domaine d’attache est important pour les enzymes utilisées dans les procédés de pates et
papiers puisque chaque étape du procédé est soumise a de 1’agitation. Les deux parties de
I’enzyme peuvent étre actives lorsqu’elles sont séparées, mais leur action est davantage
amplifiée lorsqu’elles sont ensemble. Selon certaines €tudes, pour ’activité souhaitée
dans le désencrage des vieux papiers, les deux parties produisent plus de résultats

ensemble que séparées (Welt 1994).
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Laccase de M. Albomyces

Site Cu-2 et Cu-3

FIGURE 3.1 : Vu tridimensionnelle de la laccase de M. Albomyces et de ces trois
sites de Cu

TABLEAU 3.1: Types d’affinités possibles pour les enzymes

Type d’affinité Définition

Absolue ’enzyme agit sur une seule fonction

Groupe I’enzyme agit sur un groupe fonctionnel

Lien (linkage) I’enzyme agit sur un lien particulier

Stéréochimique I’enzyme agit sur un stéréo-isomere ou un
isomere optique particulier
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3.1.2 Réactions enzymatiques

Les réactions enzymatiques peuvent effectuer différentes réactions de catalyse que
présente le tableau 3.2 (Welt, 1994). L’activité enzymatique peut remplacer I’action de
certains produits chimiques, car souvent, elle effectue le méme travail. De plus, elle ne

nécessite aucune énergie d’activation.

TABLEAU 3.2: Classification des types de catalyse des enzymes

Classification Type de réaction catalysée

Oxydoréductase Réaction d’oxydation-réduction, ajout ou retrait d’un
atome d’hydrogéne

Transférase Transfert un groupe fonctionnel entre un donneur et
un accepteur de molécule

Hydrolase Réaction d’hydrolyse

Lyase Elimination d’un groupe pour former une double
liaison ou addition d’une molécule d’eau, ammoniac
ou dioxyde de carbone autour de la liaison double

Isomérase Isomérisation (L a D)

Ligase Formation de lien avec I’hydrolyse de I’ATP

3.1.3 Conditions d’applications

Les variables a contrdler lors d’une réaction avec des enzymes sont la température, le
dosage de 1’enzyme, la concentration des autres composantes de la réaction, le temps de
réaction, la consistance de la péte, 1’action mécanique et les additifs. Chaque enzyme
posséde des conditions d’applications qui lui sont spécifiques et qui doivent
obligatoirement étre présentes pour obtenir une activité enzymatique optimale. Si ces
variables ne sont pas respectées ou qu’un écart significatif est maintenu, il se produira

une dénaturation des enzymes dans la solution ou une diminution de I’activité. La

dénaturation est I’inactivation de I’enzyme par un processus physique ou chimique. La
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dénaturation physique se produit lorsqu’une petite molécule reste a I’intérieur du site
actif de ’enzyme ou qu’elle s’insére dans la zone d’attache, ce type d’inactivation est
réversible et rare. Par contre, lorsqu’il s’agit d’une dénaturation chimique, cela implique
que I’enzyme a été attaquée chimiquement et que celle-ci ne peut retrouver son activité

ultérieurement (Dixon, 1979).

Dans le désencrage, une autre variable doit étre prise en considération, le moment du
procédé qui sera optimal pour [’ajout de [’enzyme. Il y a quelques années ’interprétation
des résultats faisait I’objet d’une controverse, concernant I’endroit dans le procédé ou
devait étre ajouté les enzymes. Maintenant, la majorité des études préconisent 1’ajout des
enzymes au triturateur. En faisant le traitement enzymatique au triturateur, les particules

fragmentées ou détachées des fibres sont éliminées de la pate dans les étapes suivantes.

(Kirk, 1996)

Actuellement, la manipulation génétique des organismes producteurs d’enzymes permet
de modifier les souches d’enzymes et de produire des enzymes ayant des conditions
d’applications plus tolérantes, donc, plus utile pour le milieu industriel. Par exemple, une
cellulase qui avait un pH optimal de 4,5 peut étre génétiquement modifiée, afin d’obtenir
une autre cellulase effectuant la méme action, mais a un pH de 8. Cette innovation a
révolutionné I’utilisation des enzymes dans les domaines industriels puisque maintenant
ce sont les enzymes qui peuvent s’adapter aux conditions de [’usine et non 1’usine qui

doit changer son procédé pour pouvoir bénéficier d’une activité enzymatique.

3.2 Les enzymes
3.2.1 La cellulase

La cellulase est I’enzyme la plus connue dans I’industrie, elle est d’ailleurs produite

commercialement a grande échelle & partir de champignons ou de bactéries. Les
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champignons qui produisent la cellulase peuvent étre des groupes des « white-rot »,
« soft-rot » ou « brown-rot fungi ». Ceux qui ont été étudiés plus en profondeur par
I’industrie papeti¢re proviennent des « soft-rot » et sont produits par une moisissure de la
famille des Trichoderma. Le Trichoderma produit un mélange complexe d’enzymes
extracellulaires hydrolytiques qui ont des spécificités pour des liens osidiques

particuliers, tel que la cellulose (Figure 3.2).

1COH

O~

HCOF

1)

O~

H2COH

FIGURE 3.2: Réaction d'hydrolyse des liens osidiques par une cellulase

Selon Walker et ses collaborateurs (Walker, 1991), la réaction d’hydrolyse de la
cellulase par un complexe enzyme-substrat se fait en cinq étapes :
1. le transfert de I’enzyme dans la phase aqueuse de la pate a la surface
de la cellulose
2. ’enzyme est adsorbée et il y a formation d’un complexe que I’on
nomme enzyme-substrat (ES)
3. I’hydrolyse de la cellulose

4. le transfert des produits de réactions dans la péte et
5. I’hydrolyse des oligoméres du glucose dans la phase aqueuse de la

pate.
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Ce type d’enzyme agit directement sur la cellulose, mais plus facilement sur les zones
amorphes de celle-ci. Le mécanisme d’action de cette enzyme suggere que la cellulase
dépolymérise les unités de glucoses de la surface des fibres. (Figure 3.3) Elle agit en
défaisant les liens glucosidiques aléatoirement, ce qui résulte en une rapide diminution
de la force de la chaine cellulosique et produit des cellobioses, cellotrioses et quelques

autres glucoses.

La structure des fibres peut limiter 1’accessibilité de ’enzyme a la cellulose, ce sont les
propriétés structurelles du matériel cellulosique qui détermine la susceptibilité
réactionnelle a la dégradation. Ces propriétés sont le gonflement, la cristallinité, la
surface, I’arrangement moléculaire, les associations de la cellulose a d’autres matériels et

la structure capillaire de la fibre de cellulose.

Région Région amorphe
cristalline :
Substrat de cellulose S em—
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: -

- B - Glucosidase
— - Glucose

FIGURE 3.3: Synergie des composantes hydrolytiques de la cellulase
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La cellulase peut étre divisée en trois composantes : les endo-glucanases, les exo-
glucanases (nommé aussi cellobiohydrolases) et les f-glucosidases (nommé aussi
cellobiases). La préparation complete de cellulase comprend un mélange de ces trois
composantes (Rousselle et al., 2002). L’endo-glucanase effectue le clivage interne de la
cellulose, ce qui produit des chaines plus courtes. L’exo-glucanase quant a elle produit
des cellobioses a partir de la chaine non réductrice de la cellulose et finalement, la
cellobiase hydrolyse les cellobioses en glucose. Il existe un synergisme entre ces trois
composantes de la cellulase. Le schéma de la figure 3.3 explique le synergisme des
composantes de la cellulase (Semedo et al., 2000). Le résultat final de ce mécanisme est
I’élimination de certaines chaines de cellulose. Ce remaniement de la microfibrille laisse
la chaine de cellulose pratiquement intacte puisqu’il va seulement manquer quelques
parties selon le temps de réaction (Geng, 2003). Dans la figure 3.4, on peut constater le
mécanisme d’action de la cellulase sur une pate désencrée, le clivage des fibres de
surface permet de libérer les particules d’encre qui y étaient attachées (Vyas Santosh,
2003). La cellulase est également utilisée dans la production de bioéthanol. Dans ce cas,
le parametre différent du désencrage est le temps de réaction et ce dernier est beaucoup

plus long. (Eriksson et al., 2002)

ﬁ
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FIGURE 3.4: Schéma du mécanisme d'action de ’endo glucanase de la cellulase sur
I’encre accrocher aux fibres
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3.2.2 La xylanase

La xylanase est une hémicellulase qui agit sur les hémicelluloses, plus précisément sur
les xylanes. La xylanase est généralement produite a partir de bactéries, de champignons,
d’actinomycétes ou de levures. Elle est présentement utilisée dans le préblanchiment des
pates kraft, ce qui permet de minimiser I’utilisation de produits chimiques dans les
étapes subséquentes de la production de la pate kraft blanchie. De plus, elle est
largement produite commercialement et la plupart des cocktails d’enzymes utilisés dans

le désencrage de vieux papiers contiennent des xylanases.

La structure chimique des xylanes est complexe et par le fait méme, 1’action de la
xylanase est complexe aussi. L’hydrolyse complete des xylanes implique plusieurs
enzymes hydrolytiques de diverses spécificités et de différents modes d’action. Un
systtme d’enzymes xylanolityques est composé de plusieurs enzymes: [-1,4-
endoxylanase, B-xylosidase, a-L-arabinofuranosidase, a-glucuronidase, acétyle xylane
estérase et d’acide phénolique estérase (férulique et p-coumarique). Ces enzymes
agissent en coopération dans la solution pour réduire les xylanes en sucres (Figure 3.5).
(Beg, 2001) De plus, tout comme pour la cellulase, un synergisme existe entre les

différentes formes de xylanases.

Durant [’hydrolyse des xylanes, un synergisme a été observé entre I’enzyme B-1,4-
endoxylanase et les enzymes qui effectuent le clivage des chaines latérales (a-L-
arabinofuranosidase, acétyle xylane estérase et f-glucoronidase). Le synergisme entre
’acétyle xylane estérase et l’endoxylanase résulte en une dégradation efficace des
acétyles xylanes. L’action de |’enzyme acétyle xylane estérase libére de I’acide acétique,
ce qui augmente ’accessibilité a la chaine pour I’endoxylanase. Cette derniére va libérer

de plus petit polymere acétylé qui servira de substrat pour les enzymes estérases.
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Le mécanisme d’action de la xylanase n’est pas tout a fait compris a ce jour. En fait, les
enzymes ne blanchissent pas la pate, mais changent la structure de celle-ci. Deux
hypothéses sont proposées pour expliquer le mécanisme d’action des xylanases. La
premi¢re hypothe¢se suppose que la xylanase dépolymérise les hémicelluloses
reprécipitées a la surface des fibres, ce qui favorise ’acces aux fibres par les produits
blanchissants ajoutés dans la suite du procédé. Il est aussi possible que les xylanases
liberent les chromophores associés aux glucides (Beg, 2001). Le clivage de la portion
glucide du complexe lignine-glucide produit de plus petits résidus de lignine, qui sont
plus faciles a éliminer. Selon les deux mécanismes présentés, la xylanase facilite I’acces
des agents blanchissants aux fibres, de plus, il est présumé que ces mécanismes aident a

déloger I’encre accrochée sur les chromophores ou sur les xylanes reprécipités.

B-XYLOSIDASE

B-1,4-D-xylopyranose linkage
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FIGURE 3.5: Structure d'un xylane montrant différents groupes de substitutions et
les sites d'attaques des xylanases

L’action enzymatique des xylanases dans le blanchiment des pates kraft permet de

diminuer de 20 a 40 % la nécessit€ de produits chimiques. Actuellement, la recherche
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vise le développement d’enzymes plus robustes et efficaces a des températures et pH
plus élevés. Les xylanases idéales pour le désencrage enzymatique devraient étre

suffisamment thermostables et actives dans des conditions alcalines.

3.2.3 Lalipase

La lipase est une enzyme ayant un role d’hydrolyse ou de traﬁsestériﬁcation. Elle a la
possibilité d’agir sur des composés liposolubles, donc sur plusieurs contaminants
présents dans les vieux papiers a désencrer, notamment sur certains types d’encre qui ont
des véhicules d’huiles végétales. C’est le cas de certaines encres typographiques ou
lithographiques pour I’impression du papier journal. L’action générale de la lipase est de
catalyser ’hydrolyse des triglycérides en glycérol et en acides gras (Figure 3.6). Le
désencrage enzymatique avec une lipase s’avere efficace compte tenu de la dégradation
partielle du liant ou du véhicule. De plus, elle offre des propriétés de tensioactif
puisqu’elle posséde des propriétés amphiphiliques (Morkbak, 1998). Elle peut aussi
dégrader la résine du bois, ’appellation résinase est quelquefois utilisée. Elle permet
¢galement un contrdle des agglomérats collants ou «stickies» (Sykes et al., 1998) et de la

poix (Blanco et al., 2005).

En général, le traitement enzymatique pour régler les problémes de poix ou de «stickiesy»
est composé seulement de lipases, par contre, lorsque le traitement enzymatique vise
I’enlévement de I’encre, la lipase est parfois mise en combinaison avec des cellulases

et/ou des xylanases.

L’action de la lipase sur les encres & base d’huile végétale est différente selon la grosseur
de la particule d’encre. La lipase est plus efficace sur les particules de petits ou moyens
diametres que les larges particules. Selon plusieurs études, des gains de blancheur ainsi

que des diminutions d’encres résiduelles sont observés (Morkbak, 1998; Morkbak, 1999;

(Spiridon, 2005).
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FIGURE 3.6: Mécanisme d'action de la lipase sur les triglycérides

3.2.4 lLalaccase

La laccase est une enzyme de type ligninases, ¢’est-a-dire qu’elle est capable de dégrader
la lignine. La laccase est une enzyme oxydative a base de cuivre, elle est capable de
réagir spécifiquement avec différents types de résidus phénoliques de la lignine en
présence d’oxygéne comme accepteurs d’électrons. La spécificité du substrat de la
laccase et le fait qu’elle utilise I’oxygéne moléculaire comme accepteur d’électrons au
lieu du peroxyde d’hydrogéne comme I’enzyme lignolitique peroxydase, rend la laccase
trés intéressante pour des applications industrielles et environnementales (Camarero,

2005).

La laccase possede quatre atomes de cuivre divisé en trois sites. Les sites de type 1 et 2
possédent chacun un atome de cuivre et sont impliqués dans la capture et le transfert
d’électrons. Le Cu de type est appelé le « trinuclear copper cluster site » et produit la

molécule d’H,0 a partir de I’oxygéne moléculaire (Figure 3.1).
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L’efficacité oxydative de la laccase dépend de la différence de potentiel redox entre le
substrat réduit et le Cu de type 1 de la laccase. Le potentiel redox permet de qualifier et
de classer une solution aqueuse plutét oxydante ou réductrice. Le potentiel redox de la
laccase est bas (0,5 a 0,8 V) et permet de dégrader des composés phénoliques & bas
potentiel redox par oxydation. La plupart des laccases sont produites a partir du
champignon Trametes versicolor. Avec la xylanase, la laccase a été I’enzyme la plus
investiguée pour le bioblanchiment des pates kraft, car elle peut étre produite dans de

large quantité et a prix raisonnable.

Le potentiel redox de I’enzyme peut étre augmenté si elle est couplée avec un médiateur
a bas poids moléculaire, ce qui permet d’oxyder également des composés non
phénoliques. On nomme ce couplage le systeme laccase-médiateur (LMS). Cette
derniere action est priorisée dans le désencrage des vieux papiers puisqu’elle agit sur la
blancheur de la pate. Les médiateurs ayant une action plus efficace sont le 2,2’-anizobis-
(-3-éthyl-benzothiazoline-6-sulfonate) (ABTS) et le 1-hydroxybenzotrizole (HBT)
(Knutson, 2004a). Cependant, ces deux médiateurs sont trés colteux, un médiateur plus
accessible économiquement est 1’acide violurique (VA). En plus d’étre colteux, les
médiateurs ne sont pas tous biodégradables et sont potentiellement toxiques (Garcia et

al., 2003).

La figure 3.7 démontre le mécanisme d’oxydation de la lignine par le LMS (Paice et al.,

1995).

O, laccase ABTS lignine
médiateur iani
ignine
H,O laccase , ABTS o?(yd &

FIGURE 3.7: Mécanisme d'oxydation du LMS sur la lignine
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Récemment, ’application du LMS dans la dégradation de composés aromatiques
xenobiotiques incluant les biphényles polychlorures, les fongicides, les colorants
industriels et d’autres hydrocarbones aromatiques a été étudiée. Jusqu’a maintenant, le
systéme laccase-médiateur n’a pu étre instauré a 1’échelle industrielle a cause du colt du
médiateur et qu’il n’est toujours pas prouvé que le médiateur ou ses dérivées n’ont aucun
effet toxique pour I’environnement. Des études sont menées sur des médiateurs naturels

qui pourraient étre une alternative acceptable aux problémes rencontrés (Camarero,

2005).

La laccase est aussi utilisée dans la mise en pate pour les pates mécaniques ou chimiques
(Manstield, 2002). De plus, plusieurs études sont en cours pour la délignification et le
blanchiment des pétes kraft par un LMS. Cette enzyme est aussi nouvellement utilisée
dans le traitement de ’eau de procédé (Zhang, 2005, 2000). Dans le désencrage, le
complexe LMS permet d’obtenir de bons résultats au niveau du blanchiment de plusieurs
types de pdtes. L’enzyme laccase s’est avérée efficace pour désencrer les colorants

récalcitrants tels que Direct Yellow 11 (Knutson, 2004a).

3.3 Le désencrage enzymatique

Tel que mentionné précédemment, le désencrage conventionnel utilise plusieurs produits
chimiques pour réussir a éliminer le plus de contaminants possible, ce qui rend la
méthode coliteuse et dommageable pour I’environnement. De méme, la qualité des fibres
recyclées, les propriétés optiques et physiques sont loin d’étre 1’équivalent des fibres
vierges. Aussi, les niveaux de blancheur observés suite au désencrage sont peu
satisfaisants. Suite a un désencrage conventionnel, le maximum de blancheurs obtenu est

aux environs de 65 % ISO, mais généralement, les niveaux de blancheur se situent entre

55 et 60% ISO.
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Les objectifs principaux du recyclage sont d’enlever I’encre et les autres contaminants en
maintenant les propriétés optiques et physiques des fibres. Les enzymes peuvent étre
utilisées pour augmenter le taux de drainage, faciliter I’enlévement des contaminants,
augmenter la blancheur et améliorer les forces de liaison entre les fibres recyclées
(Kenealy, 2003). L’application d’un traitement enzymatique pour désencrer et enlever
les contaminants peut étre bénéfique pour faciliter la séparation des fibres des
contaminants lors de la flottation ou du lavage. Le désencrage enzymatique est en voie
de devenir une intéressante avenue pour les industries ceuvrant dans les pates désencrées

selon le développement des enzymes.

Bien que certaines usines de désencrage utilisent les cellulases, le désencrage
enzymatique n’est cependant pas accessible a toutes les compagnies. En effet, le
traitement enzymatique peut nécessiter 1’acquisition d’une ou plusieurs nouvelles pieces
d’équipement, ce qui devient une question d’espace et d’argent. Un autre inconvénient
peut étre I’adaptation des conditions de l’usine aux conditions de ’enzyme. Comme
mentionnée précédemment, les enzymes nécessitent des conditions d’applications
particulieres, une adaptation dans les conditions du procédé peut s’avérer nécessaire afin

que le traitement puisse étre efficace.

3.3.1 Désencrage avec des cellulases

Au début du désencrage enzymatique, la cellulase produite par le champignon
Trichoderma reesi fut I’enzyme qui a été la plus utilisée dans les expériences (Kim et al.,
1991). Lors de ces €études, la variation de la concentration de I’enzyme ainsi que le temps
de trempage ont été majoritairement étudiés. Les résultats obtenus par Kim ont démontré
qu’avec une préparation de cellulases, il était possible d’obtenir les mémes résultats de
blancheur que le désencrage conventionnel ainsi que de diminuer de moitié 1’utilisation
de peroxyde d’hydrogene lors de I’étape de blanchiment, mais il faut spécifié que la

durée du traitement est de plus de 12 heures. Il €tait aussi possible d’augmenter 1’indice
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d’égouttage et les propriétés physiques de la feuille. Cependant, I’utilisation de cellulase
du champignon 7richoderma reesi devait se produire sous un pH acide et le temps de la
réaction était de plusieurs heures. Dans ces conditions, cette méthode n’est pas réalisable
industriellement, car trop de modifications au procédé actuel devront étre apportées et

que le temps de réaction est beaucoup trop long.

Suite aux premicres découvertes dans le domaine du désencrage enzymatique, les
scientifiques ont mis I’accent sur 1’étape du procédé ou le traitement enzymatique devait
étre fait. Deux hypothéses €taient majoritairement proposées, la premiére faisait I’objet
d’effectuer un prétrempage et la seconde d’ajouter les enzymes pendant la trituration.
Aucune réponse claire n’est encore connue a ce jour, cependant, il est important

d’effectuer le traitement enzymatique avant la flottation, afin d’optimiser cette derniere.

Plus récemment, la découverte de nouvelles cellulases pouvant étre efficaces & pH neutre
ou alcalin offre de nouvelles avenues. L’un des champignons produisant cette enzyme
est Trichoderma virile, mais d’autres champignons peuvent aussi produire des cellulases
tolérantes a pH alcalin. Selon I’étude de Vyas Santosh (2003), le champignon Fusarium
sp. produirait des cellulases alcalines. Dans cette étude, seules les endo-glucanases ont
été utilisées pour le traitement de vieux papiers bureau et les résultats ont démontré une
augmentation de la blancheur ainsi qu’une réduction de la quantité d’encre résiduelle.
Afin de connaitre le mécanisme d’action de la cellulase alcaline, ils ont mesuré la
réduction des fibres de celluloses. Le mécanisme qui est proposé dans cette étude est que
le complexe d’enzyme agirait principalement a la surface du substrat dans les zones

amorphes (Figure 3.3).

3.3.2 Désencrage avec des hémicellulases

L’enzyme xylanase a été utilisée dans le désencrage des vieux papiers quelques années

apres 'utilisation de cellulases. Dans les débuts de I’utilisation des xylanases dans les



pates et papiers, elle fut utilisée dans une étape de préblanchiment pour les pétes
désencrées. A cette époque, son utilisation était la méme pour le désencrée que pour les
pates kraft (Kirk, 1996). La dégradation que provoque les hémicellulases sur les
hémicelluloses permet d’optimiser le blanchiment peu importe 1’agent de blanchiment
employé par la suite. Dans les études récentes, les xylanases ont surtout été employées en
combinaison avec des cellulases (Pala, 2004; Lee, 2007) ou d’autres enzymes.

Cependant, les gains obtenus avec la xylanase sont inférieurs a4 ceux obtenus avec la

cellulase.

3.3.3 Désencrage avec des lipases

L’utilisation de lipases dans le désencrage est relativement récente. La plupart des études
obtiennent de bons résultats lorsque I’encre contenue dans les papiers a désencrer
contient de I’huile végétale ou lorsque I’objectif est la diminution de poix ou de
«stickies» (Blanco, 2005). Cependant, I’un des inconvénients de ces études est que le
papier qui est désencré est imprimé seulement avec de 1’encre a base d’huile végétale.
Par contre, dans I’industrie, la portion de papier qui a été imprimé avec de |’huile
végétale ou minérale n’est pas connue lors de la réception des VPJ sous forme de ballots
provenant des centres de triage. Cela suppose que I’efficacité¢ de la lipase démontrée

dans ces études n’est pas applicable a la réalité.

En 1998, Morkbak et Zimmermann ont comparé des essais de désencrage avec la lipase
sur des VPJ imprimés avec de I’huile végétale et des VPJ imprimés avec des véhicules
d’encre inconnus. Dans cette étude, I’amélioration de la blancheur et des propriétés
physiques a été¢ supérieure pour le VPJ imprimé avec de I'huile végétale. Aussi, la
combinaison de lipases avec des cellulases et des xylanases a ét¢ plus efficace.
Finalement, il semblerait que la lipase aurait eu un effet de dégradation sur le véhicule

d’encre, mais également de collecteur facilitant I’enlévement de petites particules

(Figure 3.6).
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La lipase est présentée comme favorable pour le désencrage dans 1’étude de Spiridon
(2005) car elle a permis de diminuer le contenu en encre résiduelle et d’augmenter
certaines caractéristiques du papier. L’ajout de 15 Ul/g de lipase a réduit la valeur
d’ERIC d’environ 100 ppm, amélioré la blancheur de 11, 0 % ISO et augmenté le
drainage. Cependant, la combinaison de cellulase et de xylanase a démontré de meilleurs
résultats que la lipase seule. Une autre étude suggere que la lipase est efficace pour
diminuer les rejets de fibres dans la flottation, car elle change les particularités

hydrophobes des particules (Yong Ruy, 2008).

3.3.4 Désencrage avec le systéme laccase-médiateur

Le désencrage des vieux papiers avec la laccase est récent et date seulement de la
derniere décennie. Peu d’exemples d’utilisation de laccase sur une pate désencrée sont

présentés dans la littérature.

Tel que mentionné précédemment, ’enzyme laccase seule agit sur les groupements
phénoliques de la lignine et le couplage de I’enzyme avec un médiateur permet au
systeme d’agir sur des groupements autres que phénoliques (Figure 3.7). Le LMS s’est
avéré efficace dans le blanchiment des pates désencrées dues aux changements qu’il peut
effectuer sur les chromophores de la lignine (Xu, 2006). De plus, le LMS a aussi

démontré des résultats encourageants dans le blanchiment des colorants récalcitrants tels

que le Yellow Direct 11 (Knutson, 2004a).

3.3.5 Désencrage avec une combinaison d’enzymes

La combinaison d’enzymes a également fait [’objet de plusieurs études. Le mélange
d’hémicellulases et de cellulases a été le plus fréquemment utilisé, mais, depuis quelques
années, le mélange de cellulases, xylanases et de lipases est étudié. Généralement, les

résultats obtenus avec des combinaisons d’enzymes sont supérieurs comparativement

aux traitements avec une seule enzyme, tel que démontré dans I’étude de Spiridon et
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Belgacem (Spiridon, 2004). Par contre, dans le cas de I’étude de Spiridon et Machado de
Andrade, la combinaison de cellulases, xylanases et lipases pour désencrer du vieux
papier journal, a démontré que la mixture était moins efficace que les résultats obtenus
avec les enzymes séparément (Spiridon, 2005). En effet, la blancheur maximale a été
obtenue avec un traitement de cellulases et la mesure d’encre résiduelle (ERIC) la plus
basse fut pour le traitement avec la lipase seule. Cependant, la combinaison la plus

efficace a été le mélange de cellulases et de xylanases.

En 2007, la combinaison de cellulases ou xylanases avec un LMS a aussi été étudié (Xu,
2008). L’étude rapporte qu’un traitement de cellulases ou de xylanases suivi
séquentiellement d’un traitement avec LMS serait plus efficace du point de vue de
I’augmentation de la blancheur et de la diminution de I’encre résiduelle suite a I’étape de

blanchiment au peroxyde d’hydrogéne qu’un traitement enzymatique simple.



CHAPITRE 4
METHODOLOGIE

4.1 Objectifs du projet

Plusieurs objectifs ont été établis dans le cadre de ce projet. Dans un premier temps, il
s’agissait de déterminer les conditions de pH et de concentration de lipase et de laccase
qui permettait d’obtenir la meilleure amélioration des propriétés optiques, tout en étant
dans un contexte réalisable dans un milieu industriel. Dans un deuxiéme temps, nous
avons déterminé si I’ajout d’un tensioactif a ces conditions optimales pour chacune des
enzymes permettait d’obtenir des gains supplémentaires, nous avons évalué s’il existait

un synergisme entre la lipase et le LMS.

4.2 Pate utilisée

La pate désencrée utilisée lors de I’expérimentation provient de I’usine Kruger
Bromptonville. Cette pate est fabriquée d’une proportion de VPJ variant de 70 a 80 % et
de VPM dans une proportion de 20 a 30%. Elle a été désencrée dans des conditions de
désencrage conventionnel décrit précédemment et blanchit a I’hydrosulfite de sodium.

La pate ft renouvelée environ tous les mois, car le vieillissement de celle-ci affectait les

propriétés optiques initiales.

4.3 Activité enzymatique de la lipase

La premicre enzyme utilisée a €t€ une lipase non commerciale produite par la compagnie
Innu-science. La lipase regue avait une concentration de 93,5 Ul/g. L activité lipolytique
de cette enzyme a ét€¢ mesurée par Innu Science par dosage spectrophotométrique du

para-nitrophénol (pNP) libéré suite a I’hydrolyse du substrat palmitate de para-
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nitrophényle (pNPP). Le pNP est un composé¢ chromogene jaune qui a une absorption
maximale a environ 405 nm, dépendamment du pH et de la température a laquelle la
mesure est prise. Innu-science nous a fourni I’activité enzymatique relative de la lipase
en fonction de la température et du pH, ces données sont présentées dans le chapitre 5.
La lipase a été fournie dans une solution tampon a pH 5,5 et elle a ét€ conservée a une

température de -4 4 -8°C.

4.4 Activité enzymatique de la laccase
4.4.1 Détermination de I’activité enzymatique de la laccase

La laccase provient de chez Sigma-Aldrich, il s’agit d’une enzyme produite a partir de
’arbre Rhus vernificera. Cette enzyme a été regue sous forme poudreuse avec la
définition de I’indication que I’activité enzymatique correspond a une augmentation de
0,001 d’absorbance par minute, a un pH de 6,5 et une température de 30°C en utilisant la
syringaldazine comme substrat. Le produit de la syringaldazine oxydée est une quinone
de couleur fuchsia ayant un maximum d’absorbance a 530 nm, tel que démontre
I’équation 4.1. La détermination de I’activité s’est fait en mesurant I’absorbance de la

quinone avec un spectrophotometre UV-visible Varian cary 3 a doubles faisceaux.

|
Syringaldazine + 0y "> Syringaldazine oxydée + 2H,0 [4.1]

La formation de la quinone s’est effectuée dans une solution comprenant trois réactifs :
un tampon de type Britton-Robinson, une solution de syringaldazine et une solution de
laccase. Le tampon a été fabriqué a partir d’acide acétique, d’acide phosphorique,
d’acide borique a 0,1 M et d’hydroxyde de sodium a 0,5 M. La solution de
syringaldazine de 0,0833 mM a été fait dans du méthanol de type ACS. La solution de
laccase était préparée le jour méme de la prise des mesures, pour les expériences, nous

voulions que la solution contienne de 20 a 50 unités par millilitres (U/mL). Selon
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’estimation donnée par Sigma-Aldrich que [’activité était de 120 unités par
milligrammes (U/mg) alors la masse de laccase était environ 10 mg. La masse de laccase
était dissoute dans 25 mL d’eau et les particules en suspension ont été éliminées par

filtration sous vide sur filtre de microfibre de verre.

Les mesures d’absorbance ont été effectuées a 530 nm, a pH 6,5 pendant 10 minutes
avec un délai d’une seconde entre chaque mesure. Le blanc de I’appareil a été réalisé
avec de ’eau dans les deux cellules, tandis que le blanc et les échantillons d’analyse ont
¢té réalisés dans les mémes cellules, mais les volumes des réactifs ont été ajoutés avec
des pipettes automatiques appropri€es et dans I’ordre présenté dans le tableau 4.1. Par la
suite, 80uL de la solution de syringaldazine a été ajouté, mélangé par 5 inversions de la
cellule et ’appareil a été mis en route pour 10 minutes. L expérience a €té effectuée en

triplicata (Manole, 2008).

TABLEAU 4.1: Volume des réactifs contenus dans les cellules du
spectrophotométre pour le blanc et I'échantillon

Réactifs Blanc Essai
Tampon Britton a pH 6,5 1,92mL | 1,92 mL
Eau déminéralisée 1,00 mL | ---
Solution de laccase 20-25 U/mL - 1,00 mL

Suite aux mesures d’absorbance en fonction du temps, une régression linéaire a pu étre
extraite de I’ensemble des données pour chaque réplica. Puisque I’activité enzymatique
est définie par I’augmentation de 1’absorbance dans le temps, la pente des droites de la
régression linéaire pouvait étre traduite en activité enzymatique en U/mg, tel que le

démontre 1’équation 4.2.
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mxfdilution =qa [42]

" “laccase
AAunité X Venzyme

Ou

faitwion est le facteur de dilution de la solution d’enzyme définie par 1’équation :

Volume mL)

solution (

soit 2,5 mL- mg”!

masse,,,,,(m 2)

m est la pente de la droite de régression linéaire

AA i est la différence d’absorbance définie par 0,001 unité - min’!
Venzyme €st le volume de la solution de laccase

Les essais ont été réalisés trois fois et la moyenne de ces essais a été calculée.

4.4.2 Détermination de I’activité enzymatique de la laccase en fonction de

la température

L’activité enzymatique de la laccase en fonction de la température a ét¢ déterminée selon
la méthode présentée a la section 4.4.1 avec quelques variations. Tout d’abord, les
mesures ont €té prises avec un spectrophotometre Lambda 25 de Perkin Elmer avec le
controle de la température dans un bain Fisher. L’activité enzymatique a été mesurée a

deux reprises aux températures 22, 30, 40, 50, 60 et 70°C.

La particularité de cet appareil est que la température du porte-cellule peut étre controlée.
Tous les réactifs étaient ajoutés dans la cellule 10 minutes avant le début de la prise de
mesure afin d’atteindre la température souhaitée. Apres cette attente, la syringaldazine
était ajoutée et mélangée par 5 inversions. L’absorbance était mesurée pendant 10

minutes et transformée en activité enzymatique par régression linéaire.
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4.4.3 Détermination de I’activité enzymatique de la laccase en fonction du
pH

La détermination de I’activité de la laccase en fonction du pH a été effectuée de la
maniére qui est décrite dans la section 4.4.1, la seule distinction est le pH de la solution

tampon. L activité a été déterminée en double pour les pH 5,5, 6,5, 7.5, 8,5 et 9,5.

4.5 Méthode

La méthode utilisée au cours de 1’étude comporte trois grandes étapes : le traitement
enzymatique, la flottation et le blanchiment, ces étapes sont décrites en détail dans les
sections suivantes. Pour chacune des pétes testées, une expérience de référence et un
témoin ont ¢té réalisés. La référence comporte seulement les étapes de flottation et de
blanchiment sans 1’ajout d’enzyme et le témoin comporte les trois étapes sans 1’ajout

d’enzyme.

La référence et le témoin sont comparés au chapitre 5. Toutes les manipulations au

laboratoire ont été réalisées avec de 1’eau déminéralisée.

4.5.1 Prétraitement au DTPA

Comme le but de cette étape est de diminuer le contenu en ions métalliques présents
dans la pate, un agent chélatant (DTPA) a été utilisé. Le prétraitement s’effectue a une
consistance de 3% avec un ajout de DTPA de 0,2% par gramme de pate seche, a une
température de 60°C, pendant un temps de 15 minutes. Par la suite, la pate a été épaissie
a I’aide d’un entonnoir Biichner (papier filtre de grade 202, Whatman Inc) afin d’obtenir
une consistance d’environ 30%. Ensuite, elle a été séchée a I’air libre pendant 12 a 24

heures afin d’obtenir une pate d’une siccité de 40 & 50%.
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4.5.2 Traitement enzymatique

Pour chaque essai, une quantité de 50 g secs de pate a €t€ utilisée. Dans un premier
temps, la quantité d’eau nécessaire pour obtenir une consistance de la pate a 5 % a ét€
chauffée a environ 60 °C. Ensuite, selon si les réactifs devaient étre présents ou non dans
I’essai, ils ont €té ajoutés a I’eau dans cet ordre: NaOH, tensioactif, enzymes et
médiateur. Le NaOH utilisé avait une concentration de 0,1 M et les solutions de
tensioactifs étaient de 1,0 %. La solution de lipase fournie par Innnu Science avait une
concentration de 93,5 Ul/g et pouvait étre ajoutée directement dans la pate. Cependant,
la solution de laccase devait étre fabriquée a partir de I’enzyme en poudre mélangé a de
I’eau et cette solution hétérogene était filtrée sur fibre de verre. La solution de laccase

devait toujours étre faite la journée méme et donc la concentration variait d’une journée
a ’autre. La solution de médiateur a 25 g/L a été fabriquée avec du méthanol de grade

ACS.

Les tensioactifs Amphosol 810B, Ninol CC, Berol 840 et Deteric ODP-LF ont été
utilisés dans ’étape du traitement enzymatique. L’ Amphosol 810B et le Deteric ODP-LF
sont des tensioactifs amphotériques du type capry/capramidopropyl bétaine et octyl
dipropionate. Tandis que le Ninol CC et le Berol 840 sont des tensioactifs non ioniques
de courtes chalnes du type alcool éthoxylé. Tous ces tensioactifs sont biodégradables en
anaérobiose et en aérobiose et ne se bioaccumulent pas. Cependant, la toxicité aquatique
du Berol 810B est la plus élevée et celle du Deteric ODP-LF la plus faible des quatre

tensioactifs utilisés.

Un mélangeur de cuisine Kitchen Aid a été utilisé pour mélanger I’eau avec les réactifs a
la pate pendant 5 minutes. Pour les expériences qui ont nécessité un ajustement de pH de
la pate, la quantité de NaOH a ajouter a ét¢ déterminée sur un échantillon de 10 g secs de
pate a 5 % avec la concentration d’enzyme et de médiateur nécessaire pour chaque

expérience. Suite au mélange de la pate avec les réactifs, le pH a été mesuré et la pate a

¢été placée dans un sac qui a été scellé et placé dans un bain a 50 °C pendant 180
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minutes. Aprés le temps de rétention, le pH a été mesuré de nouveau et la consistance a
été ajustée a 1 %. Cette suspension a été filtrée sur entonnoir Biichner (papier filtre de
grade 202, Whatman Inc) pour récupérer la pate et déchiquetée a la main. Une quantité

de 8 g secs a été récupérée pour faire une série de feuilles 4 g secs.

4.5.3 Flottation

Pour préparer la suspension de pite, les 42 g secs de I’étape précédente ont été
désintégrés en deux fois avec de I’eau chaude déminéralis€ée pour atteindre une
consistance de 0,55 %. Nous avons ajouté a la suspension avec un mélangeur a 800
tr/min : 0,3 % d’acide oléique, ajusté le pH a 9,0 avec du NaOH (2 M) et ajouté 200 ppm
de chlorure de calcium. La flottation a été effectuée dans une cellule de laboratoire de
marque Leeds. Le réservoir de la cellule de flottation a été rempli avec 6,5 L de
suspension a 50 °C. La flottation a été effectuée avec un débit d’air de 3L/minutes
pendant 5 minutes. Apres la flottation, seulement la partie inférieure de pate dans le
réservoir a €té récupérée et ajustée a un pH de 5,0 pour éviter une réversion de blancheur
sur les feuilles qui seront formés avec cette pate. Suite a la mesure de la consistance
apres la flottation, une série de feuilles de 4 g secs a €té réalisée et le reste de la pate a
été récupéré sur entonnoir Biichner (papier filtre de grade 202, Whatman Inc) et

déchiqueté a la main.

4.5.4 Blanchiment au peroxyde d’hydrogéne

Tout d’abord, la siccité et la masse séche de la pate résiduelle de 1’étape de flottation ont
été mesurées. Le blanchiment s’est déroulé a une consistance de 12 %, une température
de 70°C dans un bain a température contr6lée et un temps de rétention de 180 minutes.
La pate a été déposée dans des sacs de polyéthyléne et la liqueur de blanchiment fraiche
y a été incorporée. La liqueur de blanchiment était constituée de Na,SiO; (3,00%), d’un
peu d’eau, de NaOH (2,36%) et de H,O, (3,00%), ces réactifs ont été ajoutés dans cet

ordre lors de la préparation de la liqueur. Un peu d’¢au a €t€ gardé pour ringer l¢ bécher
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ayant servi a fabriquer la liqueur. Le contenu du sac a €té trituré a la main pendant deux
minutes et le pH du milieu a été noté. La température a été ajustée aux environs de 70 °C

dans un four micro-onde. Par la suite, les sacs ont été scellés et déposés dans le bain.

Aprés la période de rétention, la liqueur résiduelle a été extraite par pressage de la pate et
le taux de H,O; résiduel et le pH ont été mesurés a partir de cette liqueur. L’analyse du
H,O; résiduel a été réalisée selon la méthode J.16P de I’ATCPP, durant la méme journée
que le blanchiment. Par la suite, la péte a été diluée 4 une consistance d’environ 1% et le
H,0, résiduel a été neutralisé avec du métabisulfite de sodium a un pH de 5,5. La pate a
été récupérée sur entonnoir Biichner (papier filtre de grade 202, Whatman Inc) et

déchiquetée a la main. Une série de feuilles de 4 g secs a été réalisée.

4.6 Analyse des pates

4.6.1 Formation des feuilles

Suite aux étapes de prétraitement au DTPA, de traitement enzymatique, de flottation et
de blanchiment, des feuilles de 4 g de pate seche ont été fabriquées sur une formette
anglaise. Ces feuilles ont été formées selon la méthode C.5 de I’association technique

canadienne de pétes et papiers (ATCPP).

4.6.2 Détermination de la blancheur ISO

La blancheur est la mesure de la quantité de lumiére réfléchie par le papier dans des
conditions spécifiques et reportées en pourcentage. Elle est mesurée par la réflectance de
la lumiere bleue (longueur d’onde de 457 nm) sur un échantillon d’une opacité infinie.
La référence qui est considérée comme le 100 % de blancheur est obtenu par 1’oxyde de
magnésium. La blancheur ISO est la mesure utilisée au Canada, mais il existe d’autres

méthodes pour mesurer la blancheur. La blancheur permet de mesurer I’efficacité du

blanchiment et du désencrage.
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Suite a la confection des feuilles, ces derniéres ont été placées dans une salle & humidité
contrdlée (23°C, 50 % d’humidité) pour un séchage d’au moins une nuit. Les lectures de
la blancheur ISO ont été réalisées avec 1’appareil Color Touch de marque Technydine

selon la méthode E.1 de I’ATCPP.

4.6.3 Détermination de la concentration d’encre résiduelle

[’encre et les contaminants contenus dans la pate désencrée influencent la blancheur. On

peut mesurer la concentration d’encre résiduelle effective (ERIC) par la réflectance dans
la région infrarouge 4 950 nm. A cette longueur d’onde, seules les particules d’encre ont
une influence sur la réflectance, car les fibres, les pigments et les autres composantes du
papier absorbent a des longueurs d’onde inférieures. La valeur d’ERIC est le rapport
entre la valeur du coefficient d’absorption de la pate ou du papier contenant de I’encre et

celul de I’encre elle-méme a 950 nm, exprimée en ppm.

La détermination de la concentration effective d’encre résiduelle a été mesurée avec
I’appareil Color Touch de marque Technydine sur le coté lisse des feuilles de 4g sec. La

méthode employée est la méthode TAPPI 567 om-97.



CHAPITRE 5
OPTIMISATION DE LA LIPASE

Tous les essais ont €té réalisés sur des pates désencrées provenant de la méme usine,
cependant, la pite a été renouvelée mensuellement, car le vieillissement rapide de celle-
ci affectait négativement la blancheur. Dans un premier temps, nous avons évalué si

I’effet du traitement enzymatique sur les propriétés optiques de la pate.

Nous avons étudié plus particulicrement la variation des aux résultats obtenus, nous
avons déterminé ’étape préférentielle d’ajout d’un tensioactif et la concentration qui

permettait la meilleure amélioration des propriétés optiques.

Les mémes conditions ont été déterminées pour la laccase et le LMS afin de combiner la

lipase et le LMS, les résultats sont présentés dans les chapitres suivants.

5.1 Activité enzymatique

L’activité de la lipase a été déterminée par dosage spectrophotométrique du para-
nitrophénol (pNP) libéré suite a I’hydrolyse du substrat palmitate de para-nitrophényle
(pNPP).

L optimum d’activité enzymatique a été obtenu a 50°C, tel que présenté a la figure 5.1,
et pour cette raison, la température de réaction de tous les échantillons a été fixée a

50°C.
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FIGURE 5.1: Activité relative de la lipase en fonction de la température (Innu
Science)

5.2 Comparaison des témoins et références

Afin d’avoir un point de comparaison pour chaque échantillon, des expériences
références et témoins ont été effectués sur chaque pate. Le tableau 5.1 présente les
différentes étapes qui sont présentes dans le cas des témoins et des références. Le témoin
a subi les étapes du traitement enzymatique, de la flottation et du blanchiment, sans
’ajout d’enzyme ou d’autres chimiques dans la premiére étape. Par contre, la référence a
seulement subi les étapes de flottation et de blanchiment. Les propriétés optiques des
témoins et des références ont été mesurées et comparées afin de vérifier si 1’étape du

traitement enzymatique méme sans enzyme pouvait avoir un effet.

Différentes pates nous permettent de conclure que le traitement enzymatique n’a aucun

effet sur les propriétés optiques de la pate (Tableau 5.2). Le temps de rétention de trois
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heures a 50°C et la filtration a la fin du traitement enzymatique n’ont aucune incidence
sur les propriétés optiques de la pate. Suite a ces résultats, nous avons seulement réalisé
la référence pour chacune des pates étudiée afin de servi de point comparaison pour tous
les résultats. Dans les tableaux et figures qui suivent, les blancheurs ISO et les ERIC du
traitement enzymatique (TE), de la flottation (F) et du blanchiment au H,O, (P) sont
présentés. [.’écart-type de blancheur et de ERIC représente la moyennes de tous les

¢cart-types des résultats.

TABLEAU 5.1: Etapes du procédé présentes dans les références et les témoins

Etapes du procédé Références Témoins
Traitement enzymatique (TE) X
Flottation (F) X X
Blanchiment au peroxyde (P) X X

TABLEAU 5.2: Propriétés optiques des références et témoins de trois pates

Référence 1 Témoin 1
Blancheur ERIC Blancheur ERIC
(%ISO) (ppm) (%ISO) (ppm)
TE 58,5 277 59,1 255
F 60,5 160 60,8 163
66,7 150 67 153
Référence 2 Témoin 2
Blancheur ERIC Blancheur ERIC
(%1S0) (ppm) (%IS0) (ppm)
TE 58,7 272 58,9 253
F 60,5 182 60,4 182
P 66,7 173 67,3 173
Référence 3 Témoin 3
Blancheur ERIC Blancheur ERIC
(NISO) (ppm) (%ISO) (ppm)
TE 56,4 273 56,3 267
F 58,2 192 58,1 184
P 66,1 200 66,4 195

* Ecart-type : + 0,3 %; + 6 ppm
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5.3 Optimisation des conditions de la lipase

Comme nous avons fixé la température, les conditions que nous avons fait varier afin de
déterminer les conditions optimales de la lipase sont le pH, la concentration de ’enzyme

et le choix d’un tensioactif ainsi que sa concentration.

5.3.1 Effet du pH

Afin de déterminer les pH de la pate qui allaient étre expérimentés avec la lipase dans
I’étape du traitement enzymatique, nous nous sommes basés sur le graphique de

I’activité enzymatique relative en fonction du pH qui nous a été fourni par Innu Science

(Figure 5.2).

120 —- -~
100
80

60

Activité relative (%)

40—

20

pH

FIGURE 5.2: Activité relative de la lipase en fonction du pH (Innu Science)

Comme nous pouvons le constater sur la figure 5.2, I’activité enzymatique relative est

supérieure a 90% au pH entre 8 et 10. Nos premiéres séries d’expériences avec la lipase
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ont été effectuées aux pH 10, 9 et 8,5. Pour chaque pH, différentes concentrations de

lipase ont été évaluées et seront discutées.

Les figures 5.3 et 5.4 présentent les résultats obtenus pour la lipase a pH 10. On
remarque que I’ajustement du pH de la pate a un niveau alcalin affecte la blancheur lors
du traitement enzymatique comparativement a la référence. Le jaunissement alcalin est
di & une réaction du NaOH avec la lignine qui provoque un noircissement de la pate et
diminue le niveau de blancheur. Par contre, une partie de cette perte de blancheur est
récupérée apreés 1’étape de flottation pour les échantillons de 5 et 10 Ul/g par
I’enlévement de 1’encre résiduelle. La blancheur de ces échantillons est équivalente a la

référence apres la flottation.

Selon Morkbak, I’hydrolyse des triglycérides provoqués par la lipase permet de
décrocher suffisamment d’encre pour que !’étape de flottation puisse étre efficace

(Morkbak, 1999).

Dans les études de Morkbak (1998 et 1999), il a été rapporté que méme une hydrolyse
partielle des véhicules de I’encre a base d’huile végétale permettait d’obtenir un effet de
désencrage. D’ailleurs, tous les ERIC finaux des échantillons ont été¢ diminués d’environ

43 ppm comparativement a la référence.

Nous pouvons remarquer que le meilleur gain de blancheur a été obtenu avec la

concentration de 15 Ul/g de lipase, cette amélioration est de 1,5 %ISO pour une

diminution d’ERIC de 50 ppm.
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FIGURE 5.3: Blancheur en fonction de la concentration de la lipase (pH ajusté a
10)
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FIGURE 5.4: ERIC en fonction de la concentration de la lipase (pH ajusté a 10)



Les figures 5.5 et 5.6 présentent les niveaux de blancheurs et I’encre résiduelle effective
obtenues pour les échantillons ou le traitement enzymatique a été effectué¢ a pH 9 avec la
lipase. A pH 9, comme a pH 10, on remarque qu’il se produit du noircissement alcalin et
que la blancheur perdue est récupérée a 1’étape de flottation pour les traitements avec 0,
5 et 10 Ul/g de lipase. Au niveau des blancheurs finales, la meilleure augmentation de
blancheur aprés le blanchiment (0,9 %ISO) a été obtenue avec 10 Ul/g pour une
diminution d’ERIC de 45 ppm. La réduction de I’encre a été autant efficace pour tous les

échantillons, soit d’environ 45 ppm.

Les résultats de blancheur et de ERIC pour le pH 8,5 sont présentés dans les figures 5.7
et 5.8. A pH 8,5, il ne se produit pas de noircissement alcalin lors du traitement

enzymatique contrairement aux pH 9 et 10.
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FIGURE 5.5: Blancheur en fonction de la concentration de la lipase (pH ajusté a 9)
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FIGURE 5.6: ERIC en fonction de la concentration de la lipase (pH ajusté a 9)
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FIGURE 5.7: Blancheur en fonction de la concentration de la lipase (pH ajusté a
8,5)
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FIGURE 5.8: ERIC en fonction de la concentration de la lipase (pH ajusté a 8,5)

Drailleurs, puisqu’il n’y avait pas de perte de blancheur a rattraper, I’étape de flottation
démontre méme un gain de blancheur et une diminution de I’encre résiduelle pour I’ajout
de 10 Ul/g de lipase. Suite au blanchiment, on note une augmentation de 1,4 % de
blancheur pour I’ajout de 10 Ul/g de lipase pour une diminution d’ERIC de 26 ppm,

mais aucun gain n’est observé pour I’ajustement de pH sans enzyme.

5.3.2 Sans ajustement de pH

En se basant sur les résultats de la figure 5.2, on remarque que I’activité enzymatique
relative de la lipase chute radicalement lorsque le pH est inférieur a 8. Malgré ces
résultats, nous avons quand méme réalisé des expériences sans faire d’ajustement de pH
puisque le pH des pétes variait selon les stocks regus de 1’usine entre 5,8 a 7,5. Comme

’activité de la lipase a ét¢ mesurée avec le pNPP comme substrat, nous avons vérifi€ si

la lipase avait une activité¢ a pH 7 puisque le substrat est différent.
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Les résultats obtenus sans ajustement de pH démontrent des améliorations des propriétés
optiques, ce qui nous permet de conclure qu’une activité enzymatique existe pour des pH

inférieurs a 8.

Les figures 5.9 et 5.10 présentent les résultats obtenus lorsque le pH de la pate n’est pas
ajusté. On remarque qu’il ne se produit pas de noircissement alcalin a I’étape du
traitement enzymatique puisque nous n’avons pas ajouté de NaOH pour cette série

d’expérimentation.

Au niveau de la blancheur, aucun gain n’a été observé suite a 1’étape de flottation. Suite
au blanchiment, le meilleur gain de blancheur a été de 0,9% pour 15 Ul/g de lipase. Ce

gain est soutenu par une diminution de 18 ppm de ERIC.
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FIGURE 5.9: Blancheur en fonction de la concentration de la lipase sans
ajustement de pH (pH de la pate : 7,2)
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FIGURE 5.10: ERIC en fonction de la concentration de la lipase sans ajustement de
pH (pH de la pite : 7,2)

5.4 Effet de la concentration de lipase
5.4.1 Variation des concentrations de lipase

Les concentrations de lipase ont été évaluées en fonction des concentrations utilisées par

Spiridon et de Andrade (2005), ils ont utilisé des concentrations de lipase de 10 et 15
Ul/g et celle de Morkbak et Zimmermann (1998) a une concentration de 3 Ul/g. Nous

avons donc fix¢€ les concentrations de lipase a 5, 10 et 15 Ul/g de pate séche.

Dans les figures 5.3 a 5.10, on remarque que I’accroissement de la concentration de la
lipase provoque une légére augmentation des gains de blancheur. De plus, ’encre

résiduelle diminue avec I’augmentation de la concentration de la lipase.
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5.4.2 Concentrations excessives de lipase

Afin de vérifier si [’augmentation de la blancheur est fonction de la concentration de
lipase, nous avons évalué I’augmentation des concentrations jusqu’a des niveaux
extrémes. Les figures S5.11 et 5.12 présentent les résultats obtenus pour des

concentrations de 0 a 90 Ul/g de lipase.

Ces expériences ont été effectuées a pH 8,5, ol nous avons remarqué un gain pour la
concentration de 10 Ul/g. On observe une réduction de la blancheur finale pour
I’échantillon sans enzyme comparativement a la référence. On remarque que
’augmentation de la blancheur et la diminution d’encre résiduelle est maximale avec 10
Ul/g de lipase (1,2 %ISO et 50 ppm). L’augmentation de la concentration de lipase ne
crée pas de gain supplémentaire, ce qui suggere qu’un effet limitant se produit a cette
concentration. En effet, il peut se produire une inhibition de I’enzyme lorsque tous les

sites actifs sont saturés (Knutson, 2004b).
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FIGURE 5.11: Blancheur en fonction de concentration excessive de lipase (pH
ajusté a 8,5)
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FIGURE 5.12: ERIC en fonction de concentration excessive de lipase (pH ajusté a
8,5)

5.5 Conditions préconisées

Le choix des conditions préconisées pour le traitement enzymatique avec la lipase a été
établi en fonction de nos résultats précédents, mais aussi selon des conditions qui sont
réalisables dans un milieu industriel. Nos meilleurs résultats ont été obtenus a pH 10 et
8,5, par contre, le niveau de blancheur obtenu sans ajustement de pH ne justifie pas
d’accroitre le pH a ces deux niveau. Pour des raisons écologiques et économiques, nous
avons choisi de ne pas procéder a I’ajustement du pH de la pate. Sans 1’ajout de
caustique, le taux d’alcali résiduel est moindre et le traitement sera moins coliteux pour
’industrie (Morkbak, 1998). En ce qui concerne la concentration de lipase préconisée,
nous avons choisi 10 Ul/g de pate séche. Bien qu’avec 15 Ul/g de lipase des gains de
blancheur plus élevée qu’a 10 Ul/g aient été obtenus, le gain de blancheur n’était pas
suffisamment €levé pour justifier une augmentation des colits que représentent 5 Ul/g
supplémentaire dans une optique industrielle. De plus, des gains avoisinant 1,0% de

blancheur finale ont été obtenus a tous les pH avec 10 Ul/g de lipase.
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5.6 Effet de I’ajout de tensioactifs
5.6.1 Choix de I’étape d’ajout du tensioactif

Premiérement, nous avons déterminé 1’étape du procédé ou I’ajout d’un tensioactif serait
le plus bénéfique pour I’amélioration des propriétés optiques, lors du traitement
enzymatique ou lors de la flottation. Nous supposons que ’action du tensioactif dans la
méme étape que ’enzyme diminuera 1’énergie de surface de la fibre et favorisera la
diffusion de I’enzyme a travers les fibres. Si le tensioactif est ajouté a la flottation, nous
supposons que son action facilitera I’accrochage des contaminants aux bulles d’air et
favorisera le retrait de ces contaminants de la suspension (Wolfgang, 2004). Pour
considérer que le tensioactif a eu un effet positif sur les propriétés optiques, le gain

observé doit étre supérieur a celui de la lipase.

Le choix de I’étape d’ajout a été vérifié avec deux types de tensioactifs différents,
I’ Amphosol 810B (Amp) qui est amphotérique du type capramidopropy!l bétaine et le
Ninol CC (Ninol) qui est non-ionique éthoxylé de courtes chaines. Ils ont €t¢ ajoutés au
traitement enzymatique en combinaison avec la lipase a [’étape du traitement
enzymatique et aussi lors de la flottation suite a un traitement enzymatique avec 10 Ul/g
de lipase. Une concentration de 0,1% de chacun des tensioactifs a d’abord été utilisée
pour les premicres expériences. Ce choix de concentration a été¢ fait en fonction de
travaux dans la littérature ou des enzymes étaient utilisés en combinaison avec des

tensioactifs (Zhang et al., 2008; Moerkbak, 1999).

Les figures 5.13 et 5.14 présentent les essais ou les tensioactifs ont été utilis€s dans le
traitement enzymatique. Pour les expériences sans enzyme, on observe une diminution
de la blancheur finale d’environ 1,0 %ISO, mais cette diminution n’a pas d’incidence sur

les valeurs de ERIC.
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FIGURE 5.13: Blancheur en fonction de I'ajout de 0,1% d’Amphosol 810B ou de
Ninon CC dans les traitements enzymatiques (pH de la pate : 7,5)
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FIGURE 5.14: ERIC en fonction de I'ajout de 0,1% d’Amphosol 810B ou de Ninol
CC dans les traitements enzymatiques (pH de la pate : 7,5)
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Une diminution de 18 ppm de la valeur d’ERIC a été obtenue pour la combinaison de
lipase avec 1I’amphosol 810B en comparaison de la référence. Cependant, la blancheur

obtenue est comparable ce qui a €t€ obtenu avec la lipase.

Dans le cas de I’ajout des tensioactifs a 1’étape de la flottation, on remarque une
diminution de la blancheur finale lorsqu’il n’y avait pas de lipase dans le traitement
enzymatique et cela se produit pour les deux tensioactifs (Figure 5.15). De plus, la
flottation avec les tensioactifs n’a pas été plus efficace pour retirer I’encre que la
référence (Figure 5.16). La combinaison d’un traitement enzymatique avec la lipase suivi

d’une flottation avec un tensioactif ne démontre pas de gain de blancheur ou de

diminution d’encre résiduelle a cette concentration.
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FIGURE 5.15: Blancheurs obtenues suite a I'ajout de 0,1% d’Amphosol 810 B et de
Ninol CC dans la flottation suite a différents traitements
enzymatiques (pH de la pate : 7,5)
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FIGURE 5.16: ERIC obtenus suite a 'ajout de 0,1% d’Amphosol 810 B et de Ninol
CC dans la flottation suite a différents traitements enzymatiques
(pH de la pate : 7,5)

Bien que les résultats de I’ajout de tensioactif dans le traitement enzymatique ou dans la

flottation n’aient pas démontré d’amélioration de propriétés optiques, nous avons choisi

de favoriser I’ajout des tensioactifs dans le traitement enzymatique. Ce choix est en

fonction des résultats de Vyas Santosh (2003) et de Moerkbak (1999) qui ont démontré

que le tensioactif abaissait 1’énergie de surface des fibres et favoriserait la diffusion de

’enzyme dans les fibres.

5.6.2 Variation de la concentration des tensioactifs

Suite a notre choix d’ajouter le tensioactif au traitement enzymatique, nous avons évalué
’effet de leur concentration sur les propriétés optiques, les tensioactifs étudiés sont
I’Amphosol 810B, le Ninol CC, le Berol 840 et de Deteric ODP-LF. Dans la premiére
série d’essais sur la concentration des tensioactifs, nous avons évalué des concentrations
de 0,065% a 0,2% pour les tensioactifs Amphosol 810B et Ninol CC car la concentration

0,1% a déja été évalué dans la section 5.6.1. Les résultats de ces expériences sont



63

présentés dans les figures 5.17 a 5.20. L’ajout de 10 Ul/g de lipase a démontré un gain

de la blancheur finale de 1,8 %ISO et une diminution de 23 ppm de ERIC. L’ajout
d’Amphosol 810B, n’a eu aucun effet positif sur les propriétés optiques (Figures 5.17 et

5.18).
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FIGURE 5.17: Blancheurs obtenues suite a l'ajout d'Amphosol 810B dans le
traitement enzymatique (pH de la pate : 7,1)
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FIGURE 5.18: ERIC obtenus suite a 'ajout d'Amphosol 810B dans le traitement
enzymatique (pH de la pate : 7,1)
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Dans le cas du Ninol CC, aucun gain supplémentaire de blancheur ou diminution
significative de I’encre résiduelle n’a été¢ observé pour les deux concentrations de ce

dernier au niveau de la blancheur finale. (Figures 5.19 et 5.20)

Suite aux résultats obtenus a la concentration de 0,065% et 0,2% n’avaient aucun effet
positif sur les propriétés optiques, nous avons réalisés une série d’essais pour des
concentrations de 0,005%, 0,01% et 0,015%. Au cours de cette série d’expérimentations,
nous avons évalué a ces concentrations, I’Amphosol 810B, Berol 840 (840) et le Detric

ODP-LF (ODP).

Les résultats de blancheur et de concentration d’encre résiduelle effective pour la
concentration 0,015% sont présentés dans les figures 5.21 et 5.22. Un gain de 1,2% de

blancheur a été obtenu avec ’ajout de lipase seule.
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FIGURE 5.19: Blancheurs obtenues suite a I'ajout de Ninol CC dans le traitement
enzymatique (pH de la pate : 7,1)
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FIGURE 5.20: ERIC obtenu suite a l'ajout de Ninol CC dans le traitement
enzymatique (pH de la pate : 7,1)

L’ajout de Berol 840 a la lipase a montré un gain supplémentaire a celui obtenu avec la
lipase seule et ce gain est de 1,7 %ISO en comparaison de la référence (Figure 5.21).
Cependant, si on compare les blancheurs finales de la lipase et en combinaison avec le
Berol 840, le gain n’est pas significatif car il n’est pas supérieur au double de 1’écart-
type. En comparant les blancheurs apres les étapes de flottation et de blanchiment, on
remarque que l’augmentation se produit a I’étape de blanchiment. Aussi, la seule
diminution d’encre résiduelle effective finale a été obtenue avec le Berol 840, elle est de

17 ppm.

Avec I’ajout de 0,01% de chacun des tensioactifs, le detric ODP-LF a été le seul a
démontré un gain supplémentaire a la lipase (0,7 %ISO de plus) pour un gain de
blancheur finale de 1,9 %ISO. Egalement, la seule diminution d’encre résiduelle
effective finale a été observée pour cet échantillon, elle est de 19 ppm (Figures 5.23 et

5.24).
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FIGURE 5.21: Blancheurs obtenues suite a I'ajout de 0,015% des tensioactifs
Amphosol 810B, Berol 840 et Deteric ODP-LF ( pH de la pate : 6,2)
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FIGURE 5.22: ERIC obtenus suite a I'ajout de 0,015% d’Amphosol 810B, Berol
840 et Deteric ODP-LF (pH de la pate : 6,2)
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FIGURE 5.23: Blancheurs obtenues suite a 1'ajout de 0,01% d’Amphosol 810B,
Berol 840 et Deteric ODP-LF (pH de la pate : 6,2)
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FIGURE 5.24: ERIC obtenus suite a I'ajout de 0,01% d’Amphosol 810B, Berol 840
et Deteric ODP-LF (pH de la pite : 6,2)
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Les résultats présentés dans les figures 5.25 et 5.26 ne démontrent aucune amélioration

des propriétés optiques suite a I’ajout de 0,005% de chacun des tensioactifs.

Ecart-type: £0,3%
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FIGURE 35.25: Blancheurs obtenues suite a 1'ajout de 0,005% d’Amphosol 810B,
Berol 840 et Deteric ODP-LF (pH de la pate : 6,2)
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FIGURE 5.26: ERIC obtenus suite a I'ajout de 0,005% d’Amphosol 810B, Berol
840 et Deteric ODP-LF (pH de la pite : 6,2)
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L’action de la lipase sur les encres a base d’huile végétale est différente selon la grosseur
de la particule d’encre. La lipase est plus efficace sur les particules de petits ou moyens
diameétres que les larges particules. Selon plusieurs études, des gains de blancheur ainsi
que des diminutions d’encres résiduelles sont observés (Morkbak, 1998; Morkbak, 1999;
(Spiridon, 2005).

5.6.3 Choix d’un tensioactif

Selon les résultats présentés dans les sections précédentes, nous avons éliminé les
tensioactifs Amphosol 810B, Ninol CC et le Berol 840. Par contre, le Deteric ODP-LF a
démontré des gains supérieurs a ceux obtenus avec la lipase pour une concentration de
0,01 %. Nous supposons que ce tensioactif est le seul a avoir baissé les énergies
interfaciales et changer suffisamment les liaisons entre interfaces pour changer leur
nature afin de décrocher les particules d’encre des fibres (Da Silva, 2004). Des
expériences avec le Deteric ODP-LF ont été réalisées avec la combinaison de lipase et de

LMS, ces résultats sont présentés dans le chapitre 7.

5.7 Conclusion

Les conditions optimisées de la lipase que nous avons retenues sont une concentration de
10 Ul/g sans ajuster le pH de la pate et un seul tensioactif a été efficace, le Deteric ODP-
LF a une concentration de 0,01%. L’action de la lipase dans ses conditions permet une
amélioration de la blancheur d’au moins 1,0 %ISO. La meilleure augmentation de

blancheur obtenue avec la lipase est de 1,4% au pH 8,5 et de 1,9% avec I’ajout de

Deteric ODP-LF.

Nos démontrent que l’action de la lipase permet le décrochage de l’encre, car des
améliorations de blancheur et des diminutions d’encre résiduelle ont été observées aprés

I’¢étape de flottation. L’action de I’enzyme a changé la taille des particules d’encres afin
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que la flottation puisse les retirer plus facilement de la suspension. De plus, ce
décrochage d’encre permet une meilleure action du H,O; lors du blanchiment (Morkbak,
1998). Nous avons également démontré que si un ajustement de pH alcalin était réalisé,

le noircissement alcalin pouvait étre résorbé par 1’action de I’enzyme.



CHAPITRE 6
OPTIMISATION DU LMS

6.1 Activité enzymatique de la laccase

6.1.1 Détermination de I'activité enzymatique de la laccase

L activité de la laccase a été mesurée en triplicata et une régression linéaire des mesures
d’absorbance en fonction du temps a été calculée pour chacun des essais. Les pentes

ainsi que les activités calculées selon I’équation 4.2 sont présentées dans le tableau 6.1.

L activité enzymatique moyenne estde 116+ 7 U - mg™.

TABELAU 6.1: Activité enzymatique de la laccase obtenue pour trois essais

Essai Pente | Activité (U- mg")
I 0,0433 | 108
2 0,0473 118
H 3 0,0483 121
| Moyenne 0,0463 116
Ecart-type 0,0026 7
| Ecart-type relatif 6%

6.1.2 Détermination de [I'activité enzymatique en fonction de Ila

température

Sur la figure 6.1, on remarque qu’a partir de 22°C 1'activité enzymatique augmente
jusqu’a atteindre son maximum a 40°C et diminue jusqu’a ce qu’elle soit nulle a 70°C.
La température des expériences ayant €té fixée a 50°C, I"activité n’est pas maximale,

mais représente tout de méme une valeur relative supérieure a 80%.
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FIGURE 6.1: Activité enzymatique relative de la laccase en fonction de la
température

6.1.3 Détermination de I’activité enzymatique de la laccase en fonction du
pH

Sur Ja figure 6.2, I’activité enzymatique relative de la lipase est optimale a pH 7.5 et n’a
plus d’activité aux pH 5,5 et 9,5. Pour les pH 6,5 et 8.5, les activités relatives sont de 78
et 81%.

6.2 Effet de la concentration de la laccase

Selon certaines études réalisées avec la laccase, la concentration qui est décrite comme
optimale pour effectuer du bio blanchiment est de 20 Ul/g (Garcia et al., 2003; Valls,
2009). Dans un premier temps, les concentrations expérimentales de la laccase ont été
fixées a 5, 10 et 20 Ul/g. La premiére série d’expériences a été effectuée sans ajustement
de pH et le pH de la pate utilisée était de 7,5, ce qui est ’optimum d’activité déterming
précédemment avec la syringaldazine. Ces résultats sont présentés dans les figures 6.3 et

6.4, cependant, aucune amélioration des propriétés optiques n’a ét¢ observée.
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FIGURE 6.2: Activité enzymatique relative de la laccase en fonction du pH
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FIGURE 6.4: ERIC en fonction de la concentration de la laccase sans ajustement
de pH (pH de la pate : 7,5)

La méme série d’expériences a €té reprise avec une nouvelle pate qui avait un pH de 8.0.
Dans cette série d’essais, un gain de 0,7 %ISO de blancheur a été obtenu avec 5 Ul/g de
laccase, toutefois la quantiteé d’encre résiduelle effective finale n’a pas diminuée (Figures

6.5 el 6.6).

Lors des résultats présentés précédemment, la plus faible concentration de 5 Ul/g de
laccase permettait I’obtention de la meilleure amélioration de la blancheur. Nous avons

vérifié si la diminution de cette concentration serait d’autant plus efficace.

Une nouvelle série d’expériences a €té réalisée sur une pate ayant un pH de 6,2 avec un

ajustement du pH a 7,5. Les concentrations 2,5, 5, 10 et 20 Ul/g de pate seche de laccase
ont été évaluées et les résultats de blancheur et d’ERIC sont présentés dans les figures

6.7 et 6.8.
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FIGURE 6.5: Blancheur en fonction de la concentration de la laccase sans
ajustement de pH (pH de la pite : 8,0)
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FIGURE 6.6: ERIC en fonction de la concentration de la laccase sans ajustement
de pH (pH de la pate : 8,0)
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FIGURE 6.7: Blancheur en fonction de la concentration de la laccase avec
ajustement de pH a 7,5 (pH de la pate initial 6,2)
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FIGURE 6.8: ERIC en fonction de la concentration de la laccase avec ajustement
de pH a7,5 (pH de la pite initial a 6,2)
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Cette nouvelle pate contenait plus d’encre (33 ppm) mais avait une blancheur plus €levée
que la premiere. En comparant avec la référence, des gains de blancheur ont €té observés
pour les concentrations de laccase de 10 et 20 Ul/g apres I’étape du blanchiment.
Cependant, au niveau de I’encre résiduelle effective, aucune diminution n’a été obtenue.

Le meilleur gain a ét€ de 0,8% pour la concentration 20 Ul/g.

Afin de déterminer la concentration de médiateur optimale, nous avons choisi d’utiliser 5
Ul/g de laccase, car des gains de blancheur ont été obtenus a pH 8 et que cela représente

une concentration plus économique que 10 ou 20 Ul/g.

6.3 Effet de la concentration du médiateur

[’ajout d’un médiateur avec la laccase permet de créer un LMS qui est plus efficace que
la laccase seule pour blanchir les pates papetieres (Knutson, 2004a). Lors de la revue de
littérature, les concentrations de médiateur utilisées avec la laccase ont €té répertoriées.
Bien que le médiateur que nous avons utilis€¢ n’est pas le méme que ceux normalement
retrouvés dans la littérature, nous nous sommes tout de méme basés sur ces
concentrations. La concentration de médiateur utilisée dans la littérature est de 1,0 % par
gramme de pate seche (Garcia et al., 2003). Les concentrations de médiateurs qui ont été

évaluées dans le cadre de notre projet sont 0,5, 1,0 et 1,5 %.

Dans un premier temps, les expériences ont ét€ réalisées sans ajustement de pH avec une
pate ayant un pH de 8,0. Les résultats des propriétés optiques obtenues sont présentés
dans les figures 6.9 et 6.10. L’ajout de 5 Ul/g de laccase n’a pas permis d’amélioration
de la blancheur ou de réduction de la valeur de ERIC. Le seul échantillon ayant démontré
un gain de blancheur finale de 0,8%, est I’ajout de 0,5% de médiateur. De plus, aucune
diminution de I’encre résiduelle finale n’a été observée. Pour I’ensemble des essais de

cette série, contrairement a l’ajout de laccase seule, des gains de blancheurs sont
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observés suite a 1’étape de flottation. Le meilleur gain apres la flottation a été obtenu
pour I’échantillon LMS avec 1,0% de médiateur, mais ce gain n’a pas €t€ conserve apres

le blanchiment.

Dans un deuxieme temps, les expériences ont été effectuées sans ajustement de pH sur
une pate ayant un pH de 6,2. L’échantillon de laccase seule n’a pas démontré une
augmentation de blancheur significative par rapport a I’€cart-type, cependant, un gain de
1,1 %ISO est observé lorsque 0,5 % de médiateur est ajouté avec la laccase en
comparaison de la référence. Egalement, ces résultats démontrent que la diminution de la
concentration du médiateur a 0.25 % est moins efficace que le LMS avec 0,5% de
médiateur. Dans le cas des quantités d’encre résiduelles effectives, aucune diminution

significative n’a €té obtenue. (Figures 6.11 et 6.12)
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FIGURE 6.9: Blancheur en fonction de la concentration du médiateur avec la
laccase sans ajustement de pH (pH de la pate : 8,0)
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FIGURE 6.10: ERIC en fonction de Ia concentration du médiateur avec la laccase

sans ajustement de pH (pH de la pate : 8,0)

Ecart-type: + 0,3%
70,0

67,0 67,1

66,0

62,0

58,4 585 58,4

58,0

Blancheur (%ISO)

54,0

50,0

F P
Etapes du procédé

B REF BLaccase 5 Ul/ig OLMS (0,25% med) OLMS (0,50% med)

FIGURE 6.11: Blancheurs obtenues suite a I'ajout de 5 Ul/g de laccase et de deux
concentrations de médiateur sur une pate a pH 6,2
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FIGURE 6.12: ERIC obtenus suite a l'ajout de SUl/g de laccase et de deux
concentrations de médiateur sur une pate a pH 6,2

6.4 Effet du pH

L’ajout de laccase sur des pates a pH 8 a démontré un gain de 0.8 % ISO pour I’ajout de
5 Ul/g de laccase et les expériences n’ayant pas eu d’ajustement de pH ont démontré une
amélioration de 1,1 % ISO de la blancheur pour I’ajout de 5 Ul/g et 0,5 % de médiateur.
Dans cette section, nous discutons des séries d’essais avec I’ajout de 5 Ul/g de laccase et
0,5% de médiateur pour 5 pH différents. Les expériences aux pH 5.8, 6.2, 8.0 ont été
effectuées sans ajustement du pH de la pate, par contre, les pH 7.5 et 8.5 ont été ajustés
avec du NaOH 0,1M. Sur la figure 6.2, le pH optimal de la laccase avec la syringaldazine
comme substrat est a 7,5. Cependant, il a été¢ exposé¢ que lors d’un changement du
substrat I’activité enzymatique mesurée n’est pas adéquate. En effet, selon le tableau 6.2,
on peut observer que le gain de blancheur maximal n’est pas au pH 7,5. Le gain de
blancheur le plus important a été¢ obtenu a pH 6,2 et la seule diminution de ERIC

significative est pour le pH 5,8.
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Un gain de blancheur supérieur a I’écart-type a également été obtenu a pH 8,0. Le fait
que la laccase soit efficace a pH 6,2 et 8,0 mais pas a 7,5 est illogique. D autant plus que
dans le cas de la pate qui a servi pour les expériences a pH 6,2 et 7,5, elle provenait du
méme échantillon de pate, le seul changement est 1’ajustement du pH avec du NaOH. On
remarque qu’un résultat positif sont obtenus a une seule occasion lorsque les pH sont
ajustés avec du NaOH a 0,1 M. Nous supposons que I’ajout d’ions OH" nuit a "activité

de la laccase et se refleéte sur les propriétés optiques.

Suite aux résultats obtenus aux différents pH, I’hypothese exposée au chapitre précédent
que activité enzymatique mesurée avec un substrat donné ne correspond pas a la méme

activité qu’avec de la pate désencrée est également avec la laccase.

TABLEAU 6.2: Variation des blancheurs et des ERIC pour ’ajout de 5 Ul/g de
laccase et 0,5% de médiateur pour différents pH

\\ Variation de la blancheur finale en | Variation de PERIC final |

comparaison des références en comparaison des

pH (£ 0,3%IS0) références (£ 6 ppm)

5,8 0,1 21

6,2 1,1 -4

7,5% 0.1 9

8,0 0,8 -6

8.5% 0,1 3

* pH ajusté

6.5 Effet de I'ajout de tensioactifs
6.5.1 Variation des tensioactifs

Les tensioactifs Amphosol 810B, Berol 840 et le Deteric ODP-LF ont été ajoutés a 5
Ul/g de pate de seche de laccase et de 0,5% de médiateur dans I’étape du traitement
enzymatique. Sur les figures 6.13 a 6.19, ou les trois tensioactifs ont été expérimentés,

on remarque qu’aucun tensioactif n’est plus efficace que I’autre.
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FIGURE 6.13: Blancheurs obtenues suite a I'ajout de 0,015 % d’Amphosol 810B,
Berol 840 et Deteric ODP-LF a SUI/g au LMS (pH de la pate : 6,2)
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FIGURE 6.14: ERIC obtenus suite a I'ajout de 0,015 % d’Amphosol 810B, Berol
840 et Deteric ODP-LF au LMS (pH de la pate : 6,2)
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6.5.2 Variation de la concentration des tensioactifs

Tel que présenté¢ dans la section d’optimisation de la lipase, les trois mémes
concentrations de tensioactifs ont été évaluées: 0,015 %, 0,010 % et 0,005 % par
gramme de pate séche. Toutes les concentrations ont été évaluées sur une pate a pH 6,1.
Pour cette série d’expériences, I’ajout du LMS a démontré un gain de 1,1 %ISO, on peut
affirmer que ce gain de blancheur est do a "oxydation des groupements chromophores
de la lignine a I’étape du traitement enzymatique, ce qui a pour conséquence de favoriser

I’action du H,O, (Knutson, 2004a).

Compte tenu qu’il n’y a aucun gain de blancheur apres la flottation, cela nous permet de
confirmer cette hypothese, la concentration en encre résiduelle est demeurée inchangg.
Avec I’ajout de 0,015 % de chacun des tensioactifs, nous observons un gain de 1,1 %
ISO sur la blancheur finale pour I’ajout du Berol 840, mais ce résultat n’est pas plus
élevé que le LMS seul. Aucun autre tensioactif n’a démontré d’amélioration de

blancheur ou de diminution d’ERIC supérieur au LMS.

Pour I"ajout de 0,010 % et 0,005 % de chacun des tensioactifs, on ne remarque aucune
amélioration des propriétés optiques supérieures a |’écart-type. Les figures 6.15 4 6.20 en

représentent les résultats obtenus.

Puisque les résultats obtenus avec I’ajout de 0,015% du tensioactif Berol 840 étaient
¢quivalents a ceux obtenus avec le LMS, nous avons reproduit I’essal sur une nouvelle
pate. Comme le Detric ODP-LF a été efficace avec la lipase, nous avons évalué ce
dernier avec une concentration plus élevée de 0,02%. Ces expériences ont été réalisées

avec une pate a pH 6,2.

Contrairement a la figure 6.13 qui a été réalisée aussi a pH 6,2, mais sans ajustement de
pH. il n’y a eu aucun gain de blancheur avec le LMS ou avec la laccase. Les diminutions
d’encre résiduelle effective finale observée sont significatives pour tous les échantillons,

mais cette diminution est trés faible.
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Ecart-type: + 0,3%
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FIGURE 6.15: Blancheurs obtenues suite a I'ajout de 0,010 % d’Amphosol 810B,
Berol 840 et Deteric ODP-LF au LMS (pH de la pate : 6,2)
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FIGURE 6.16: ERIC obtenus suite a I'ajout de 0,010 % d’Amphosol 8§10B, Berol
840 et Deteric ODP-LF au LMS (pH de la pate : 6,2)
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FIGURE 6.17: Blancheurs obtenues suite a I'ajout de 0,005 % d’Amphosol 810 B,
Berol 840 et Deteric ODP-LF au LMS (pH de la pate : 6,2)
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FIGURE 6.18: ERIC obtenus suite a I'ajout de 0,005% d’Amphosol 810B, Berol
840 et Deteric ODP-LF au LMS (pH de la pate : 6,2)
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FIGURE 6.19: Blancheurs obtenues suite a I'ajout de différentes concentrations de
tensioactifs au LMS sur une pate de pH 5,8 ajusté a 6,2
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FIGURE 6.20: ERIC obtenus suite a I'ajout de différentes concentrations de
tensioactifs au LMS sur une pate de pH 5,8 ajusté 4 6,2
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6.6 Conditions préconisées

Les conditions optimales obtenues pour le LMS sont une concentration de 5 Ul/g de
laccase 0,5% de médiateur. Les résultats obtenus avec les trois tensioactifs a la section
6.5 montrent aucun de gain supplémentaire a ceux obtenues avec le LMS. Cependant,
I’ajout de Berol 840 permet d’obtenir des résultats équivalents au LMS. Ces conditions

serviront a la combinaison de la lipase avec le LMS.

6.7 Conclusion

Les résultats de la laccase individuelle ou en combinaison avec un médiateur a démontré
de faibles améliorations de propriétés optiques. Le meilleur gain de blancheur obtenu
pour ces essais est de 1,1 %ISO avec 5 Ul/g de laccase, 0,5% de médiateur au pH 6,2 et
I’action des tensioactifs n’a pas été plus efficace que le LMS. Nous n’avons pas observé
de diminution d’encre résiduelle suite aux différents traitements sauf pour une série
d’échantillon avec les tensioactifs. Nous supposons que la laccase transforme les
groupements chromophores de la lignine et ne décroche pas I’encre de la fibre compte
tenu que la laccase agit sur les chromophores de la lignine et non sur I’encre ou son
véhicule. Le gain de blancheur suite a la flottation, mais surtout au blanchiment confirme
cette hypothese. Si le pouvoir oxydant de la laccase provient de la différence de potentiel
redox et que ce dernier est augmenté avec la présence du médiateur, cela est confirme
nos résultats. L’analyse des peroxydes résiduels effectuée apres blanchiment sur tous les

échantillons n’a rien démontré de concluant,



CHAPITRE 7
COMBINAISON DE LA LIPASE ET DU LMS

7.1 Effet de la combinaison de la lipase et du LMS

L.’un des objectifs de ce projet de maitrise était de vérifier s’il existe un synergisme entre
la lipase et la laccase. La combinaison de la lipase et du LMS a ¢été effectucée a pH 6,2,
car dans le cas des deux enzymes, des résultats positifs avaient été obtenus a ce pH. De
plus, les expériences avec les tensioactifs avaient été réalisées a ce pH dans les deux cas
et des résultats positifs en €taient ressortis pour la lipase. Pour cette série d’essais, la pate
qui a servi aux expériences avait un pH de 5,8 lors de sa réception et le pH a €té ajusté a
6.2 avec du NaOH lors du traitement enzymatique. Dans un premier temps, nous avons
vérifié ’effet de chacune des enzymes indépendamment sur cette pate. Les résultats de

I’ajout des enzymes seules et en combinaison sont présentés dans les figures 7.1 et 7.2.
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FIGURE 7.1: Blancheurs obtenues par l'ajout de lipase et de LMS
indépendamment, en combinaison et avec des tensioactifs sur une
pate de pH 5,8 ajusté a 6,2
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En général, avec I’ajout de 10 Ul/g de lipase, nos résultats montrent un gain de blancheur
finale en comparaison de la référence d’environ un point ISO. Effectivement, un gain de
0,8 % ISO a été observé pour I’ajout de lipase. Par contre, dans le cas de I’ajout de lacca-
se a 5 Ul/g avec 0,5 % de médiateur, aucun gain n’a €té observé. En ce qui concerne les
quantités d’encres résiduelles finales, la diminution la plus importante a été observée
pour la lipase seule avec 38 ppm, ce qui correspond aux résultats obtenus au chapitre 5.
Des diminutions d’encre ont été observées pour tous les €chantillons a I’exception du

LMS.
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FIGURE 7.2: ERIC obtenus par I’ajout de lipase et de LMS indépendamment, en
combinaison et avec des tensioactifs sur une pate de PH 5,8 ajusté a
6,2

La combinaison de lipase et du LMS a montré un gain de blancheur finale de 1,2 %ISO.
Cependant, ce gain n’est pas significativement plus €levé que celui de la lipase seule. La
définition de synergisme mentionne que si I’effet de la combinaison est supérieur a ce
que ’on obtient par la somme des deux parties, on observerait un synergisme entre les

deux enzymes. Cependant, puisqu’il n’y a pas de gain de blancheur significatif et qu’il

n’y a pas eu de diminution de la concentration d’encre résiduelle effective finale de la
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combinaison des enzymes en comparaison de la valeur obtenue avec la lipase, alors il

n’y a pas de synergisme.

7.2 Effet de la combinaison de la lipase, du LMS et d’un tensioactif

Dans notre seconde série d’essais, un tensioactif a ét¢ ajouté a la combinaison de lipase
et de LMS, les résultats de blancheur et d’ERIC sont présentés dans les figures 7.1 et 7.2.
Le Berol 840 et le Deteric ODP-LF (0,015% et 0,001%) ont ét¢ ajoutés a la combinaison
d’enzymes afin d’évaluer leur efficacité a améliorer les propriétés optiques. Dans les
deux cas, les blancheurs finales n’ont pas été supérieures a celles obtenues par la
combinaison de lipase et de LMS mais également de la lipase seule. En ce qui concerne
de I’encre résiduelle, les résultats sont similaires a la blancheur. L’ajout d’un tensioactif

nuit aux propriétés optiques et cela pourrait etre dii au type de tensioactifs choisi.

7.3 Conclusion

Nous pouvons conclure qu’il n’existe aucun synergisme entre la lipase et le LMS. Le
gain de blancheur observé au cours de ces expériences est seulement di a la lipase.

L ajout d’un tensioactif ne permet aucun résultat positif.



CHAPITRE 8
CONCLUSION

Les enzymes lipase et laccase utilisées dans les conditions de cette étude ne démontrent
pas de résultats susceptibles d’étre utilisée en industrie. En effet, les couts
supplémentaires que représentent la ou les enzymes et les trois étapes supplémentaires
sont un investissement monétaire non rentable pour I’industrie. Par contre, nous pouvons
supposer que |’utilisation de ces enzymes directement dans le procédé de désencrage
conventionnel ou comme prétraitement a celui-ci pourrait étre plus efficace et moins
colteuse. En effet, le pouvoir de décrochage de 1’encre pour la lipase serait utile dans
I’étape de trituration. Suite aux résultats obtenus pour la lipase et le LMS
respectivement, nous pouvons conclure que la lipase est une enzyme plus tolérante que

la laccase, notamment en termes de pH d’utilisation.

Dans le chapitre d’optimisation de la lipase, nous avons démontré que I’hydrolyse des
triglycérides permettait de libérer des particules d’encre qui étaient retirées lors de la
flottation (Morkbak, 1999). L’enlévement de ses particules suite a la flottation favorisait

I’action du H,O; lors de la derniere étape, ce qui confirme notre hypothése de départ.

Pour la laccase, aucune diminution d’encre résiduelle n’a été observée, car contrairement
a notre hypothese de départ, la laccase ne décroche pas I'encre de la lignine, mais elle
oxyde les groupements chromophores de la lignine ou les groupements phénoliques de
I’encre. Des gains de blancheur sont obtenus suite a la flottation, mais sont plus
perceptible suite au blanchiment. L’oxydation méme partielle de [’encre ou des
groupements chromophores dans le traitement enzymatique permettent |’augmentation
de la blancheur puisque ces oxydations sont amplifiées lors de I’étape du blanchiment au

H>Oo.
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Pour expliquer la trés faible efficacité¢ de la laccase, nous avons retenues certaines
hypothéses. La premiére est un manque d’oxygene dans le sac puisque ce dernier €tait
scellé et qu’il n’y avait aucune entrée d’air pendant les trois heures de rétention du
traitement enzymatique. La seconde est comme dans le blanchiment des pates krafts avec
la laccase, de I’oxygeéne pressuris€é est ajouté pour aider 1’action de I’enzyme
(Bourbonnais, 1996). Cet ajout d’oxygene pressuris¢ aurait pu étre bénéfique dans notre
étude méme s’il s’agit d’une pate mécanique. De plus, nous avons observé que les
résultats €taient négatifs lorsque les échantillons subissaient un ajustement de pH avec le
NaOH, cela pourrait étre di aux ions OH™ qui inhibent Pactivité¢ de la laccase. Selon
Gronqvist en 2003, I’efficacité de la laccase est supérieure sur les fines que les fibres. De
plus, la qualité¢ des fibres aprés blanchiment pourrait affecter Iactivité de la laccase si
ces dernieres sont endommagées. Comme la portion de fines des pates utilisées dans
I"étude n’a pas été mesurée et nous ne connaissions pas la qualité des fibres de chacune
des pétes, nous ne pouvions savoir si le contenu en fines ou si la qualité des fibres était
suffisante pour obtenir une activité de la laccase adéquate. En derniere hypothese, il se

peut que le médiateur ne fit pas adapté pour ce type de pate.

La mesure de I’activité enzymatique au cceur du traitement aurait permis de connaitre s’il
y avait un composé qui affectait Iactivité. Aussi, la température aurait pu étre variée
dans le cas des deux enzymes car cela aurait pu favoriser [’activité enzymatique. De plus,
pour les expériences avec la laccase, nous aurions pu mesurer la quantité de lignine de
Klason avant et apres le traitement afin de savoir s’il y avait une diminution dans son

contenu suite a I’action de I’enzyme.
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