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Sommaire

Le procédé kraft est la méthode de fabrication de pâte à papier la plus

répandue. Ce type de cuisson chimique donne une pâte de couleur brune foncée qui

est due, entre autre, à la présence de lignine résiduelle. Afin d'obtenir une pâte
blanche qui ne jaunit pas, les fibres de cellulose doivent être libérées des fragments

de lignine, la colle naturelle du bois qui retient les fibres ensemble. Ces fragments

sont difficilement dégradables et l'industrie a depuis longtemps eu recours à des

agents chimiques fortement oxydants, comme le chlore (Cl2) et le bioxyde de chlore

(C1Û2), pour réaliser le blanchiment de la pâte. Des considérations énergétiques,

environnementales et économiques ont ouvert la voie au développement de méthodes

alternatives peu coûteuses, sans danger pour l'environnement et qui permettraient la
fermeture du circuit, c'est-à-dire la recirculation de l'eau utilisée par l'usine.

Une des méthodes les plus prometteuses ayant capté l'intérêt de nombreux

chercheurs est le bioblanchiment: l'utilisation d'enzymes ou d'agents naturels afin

d'assister les agents de blanchiment. La laccase, une enzyme oxydase produite par

plusieurs champignons dégradant le bois peut oxyder un substrat, comme la lignine,

en effectuant la réduction de l'oxygène en eau. Cette délignification n'est cependant
pas très efficace, notamment à cause de la taille de l'enzyme qui l'empêche de

diffuser dans la structure interne des fibres de cellulose où se situe la lignine
résiduelle. L'utilisation d'un médiateur, une petite molécule rédox, en conjonction

avec la laccase permet d'accélérer le processus. Dans ce système, le médiateur est

oxydé par la laccase puis diffuse, grâce à sa petite taille, dans les fibres pour oxyder

la lignine inaccessible à l'enzyme. Le médiateur est ensuite réoxydé par la laccase,

formant un cycle continue et résultant en la délignification de la pâte. L'application

d'un tel système permettrait de diminuer les quantités de ClOz nécessaires pour

atteindre le niveau de blancheur désiré. Cette application est toutefois limitée pour

des raisons économiques puisque les coûts qui y sont reliés peuvent difficilement

compétitionner avec ceux du blanchiment au C1Û2.
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Plusieurs efforts ont été réalisés depuis les dix dernières années afin d'augmenter

les performances du système laccase-médiateur pour la délignification de la pâte,

notamment en tentant de découvrir de nouveaux médiateurs plus efficaces. La

principale réalisation de cette thèse a été de démontrer que des médiateurs dont la

structure est basée sur des complexes de coordination, pouvaient être utilisés pour

délignifier la pâte kraft.

Les premiers résultats obtenus ont permis de démontrer l'efficacité de ces

complexes de coordination métal-ligand comme médiateur de la laccase pour le
bioblanchiment de la pâte kraft. En utilisant l'électrolyse plutôt que l'enzyme, il a été
possible d'évaluer l'effet de certaines conditions sur l'oxydation des composés
modèles de la lignine, permettant de proposer quelques hypothèses sur les
mécanismes complexes d'oxydation de la lignine par le médiateur. La vitesse

d'échange d'électrons des réactions d'oxydation des composés modèles et de la pâte

par le système laccase-médiateur a également été évaluée par voltampérométrie à

onde cyclique. Finalement, les résultats des expériences réalisées tout au long de ce

projet ont été utilisés afin de développer une nouvelle méthode de délignification de

la pâte. Cette méthode d'électrodélignification utilise une électrode pour oxyder le

médiateur qui sera ensuite mis en contact avec la pâte pour en oxyder la lignine. Une

délignification jusqu'à 60 % a pu être atteinte en utilisant ce système, le rendant très

intéressant pour le développement de technologies alternatives de blanchiment.

Mots clés

KRAFT, LIGNINE, DÉLIGNIFICATION, COMPOSÉ MODÈLE, ENZYME,
LACCASE, MÉDIATEUR, ELECTROLYSE, OXYDATION, TRANSFERT
D'ÉLECTRONS.
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Abstract

The kraft pulping process is the most widely used method to produce paper pulp.
This alkaline cooking of the wood results in a dark brown pulp because of the
residual lignin, the glue that holds wood fibers together, and which has not been
degradated during the process. To obtain a bright white pulp, residual lignin must be
removed from the cellulose fibers. The lignin fragments are very resistant to
degradation and strong oxidants, such as chlorine (Cis) and chlorine dioxide (C1Û2),
have been used in the industry to achieve sufficient delignification. Environmental
and economical concerns have created a need for new bleaching methods that would

allow the recirculation of the bleaching plant wastewater.

The use of lignolytic enzymes such as laccase is a good alternative to

traditional bleaching methods. Laccase is an oxidase, commonly found in wood-

rotting fungi, which can oxidize a substrate via the four-electron reduction of

dioxygen to water. Laccase alone is not very efficient for pulp delignification, mostly

because of the size of the enzyme which restrains its diffusion in the fiber wall to

reach the residual lignin. The efficiency of the process can be increased with the use

of a mediator which is a small redox molecule that can diffuse in the fiber and carry

electrons from the lignin back to the enzyme. The mediator, oxidized by the laccase,

can oxidize the lignin, forming a continous cycle to achieve delignification. Such a

system could be used to reduce the amount of C1Û2 necessary to bleach pulp.

J

A lot of work has been done in the last decade in order to enhance the

efficiency of the laccase-mediator system for pulp bleaching. Most of these efforts

have been made to discover new and efficient mediators. It is clearly demonstrated in

this thesis that coordination complexes can be used to efficiently oxidize and

delignify kraft pulp. The discovery of this new class of mediator for pulp

delignification, based on transition metals complexes, is undoubtlely the main
achievement of this work.
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iv

The very first results obtained with these new mediators and laccase have
proven that they are very efficient for the oxidation of both lignin and its model
compounds. The use of electrolysis, instead of laccase, for the mediated oxidation of
the model compounds under several conditions, allowed to study the effect of the
conditions, such as oxygen, on the efficiency of the system. Some hypothesis were
also formulated for the formation of oxidation products that were observed. The
electron exchange rates for the oxydation reactions between laccase, mediator and
lignin were studied with cyclic voltammetry. Finally, the results obtained along this
project were used to develop new method for pulp delignification. This
electrodelignification system uses an electrode to oxidize the meditor prior to its
reaction with pulp. A delignification of 60 % was obtained with this new system,
making it very interesting for the development of chlorine-free bleaching

technologies.

Keywords

KRAFT, LIGNIN, DELIGNIFICATION, MODEL COMPOUND, ENZYME,
LACCASE, MEDIATOR, ELECTROLYSIS, OXIDATION, ELECTRON
TRANSFER.
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1. Introduction

1.1. Historique

L'histoire de la fabrication du papier débuta vers l'an 105 A.C. lorsque Ts'ai
Lan présenta officiellement son invention à l'Empereur de la Chine [1]. Bien que
Ts'ai Lun eut fabriqué le papier à partir de tissus désagrégés plutôt qu'avec des fibres
de bois tel qu'il est fabriqué maintenant, il venait d'établir le principe de base de la
fabrication du papier. Ce principe consiste en l'utilisation de fibres enchevêtrées pour
fonner une feuille mince et solide et c'est le même qui a permis, aujourd'hui, de

fabriquer le papier sur lequel ce texte est imprimé.

Le perfectionnement du procédé s'amorça avec la découverte d'autres

matières premières que le textile employé pour fabriquer le premier papier. L'écorce

broyée provenant d'arbres ou de plantes comme le mûrier, le chanvre et le bambou

fût rapidement utilisée, surtout en orient. Au fur et à mesure que l'invention se

répandit dans le monde, Japon (620 A.C.), Arabie Saoudite (800 A.C.), nord de

l'Afrique (1000 A.C.) et Europe de l'ouest (1200 à 1500 A.C.), les matières premières

utilisées comme source de fibres à papier se diversifiaient afin d'exploiter les

ressources locales. Ainsi, à titre d'exemple, si les pays arabes privilégiaient le lin et

l'Inde la jute, le papier en Europe était fabriqué à partir de coton [1]. C'est également

le coton qui s'implanta comme matière première en Amérique dans les années 1700 à

1900 de notre ère. La méthode de mise en pâte consistait alors à désintégrer la

matière première en fibres en la faisant bouillir dans de l'eau contenant des extraits

de cendre de bois, ce qui rend l'eau très alcaline [2]. Ce principe de désintégration

par une solution alcaline composée de carbonates, de chaux et d'hydroxyde de

sodium est le précurseur des méthodes chimiques modernes de mise en pâte.

J

Le coton, grâce à la qualité de ses fibres, fut ainsi utilisé pour la fabrication
du papier jusqu'au milieu du 19e siècle. L'augmentation de la demande, causée en
partie par l'augmentation de la popularité des livres et des journaux, commença à
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poser un problème d'approvisionnement en coton et en lin vers la fin du 18 siècle.
Ainsi commence la quête pour une nouvelle source de fibres à papier, source devant
être très abondante et, bien sûr, peu coûteuse. L'utilisation du bois comme matière
première fut envisagée dès le début du 18 siècle par René Antoine Ferchault de
Reaumur qui, observant la technique des guêpes pour construire leur nid de papier en
mastiquant des fibres de bois, suggéra qu'il serait possible d'en faire autant mais à
grande échelle [1]. Les procédés chimiques des méthodes de délignification étant
encore méconnus à cette époque, il faudra attendre encore plus de cent ans avant que
son idée ne soit mise en application avec succès.

En l'an 1800, un Anglais du nom de Matthias Koops déposa une série de trois

brevets sur la délignification par traitement alcalin de plusieurs sources potentielles
de fibre à papier [3] dont les plus intéressantes étaient la paille et le bois. Mais
puisque la fibre de paille donne un papier de pauvre qualité et que le bois était trop
difficile à délignifier avec les méthodes de l'époque, le coton et le lin continuèrent à
être utilisés pour fabriquer le papier. Cependant, avec le besoin toujours grandissant
de papier et l'avènement des premières usines papetières à grande production (autour
de 1805) survint inévitablement une importante pénurie de coton, comme le
témoigne la Figure l. Ce fut enfin en 1853 que le bois entra pour de bon dans la
fabrication du papier, grâce au procédé alcalin développé par Burgess et Watt [4].
Leur méthode proposait des séquences de traitement alcalin du bois en alternance
avec des étapes de lavage et de traitement au chlore. Ce type de procédé séquentiel
est encore utilisé de nos jours dans les usines de mise en pâte.

u

C'est toutefois à un Allemand du nom de Dahl que l'on doit le procédé kraft.
Dahl déposa un brevet en 1884 pour un nouveau procédé de délignification du bois
qui utilise un mélange d'hydroxyde et de sulfure de sodium [5]. Il démontra lors de
ses expériences que le sulfure accélère la délignification, diminuant ainsi le temps
d'exposition des fibres de bois à la solution alcaline de mise en pâte. Ceci est un
avantage majeur car la solution alcaline tend à dégrader la cellulose des fibres,
causant une diminution de la qualité de la pâte. Le papier produit par cette technique
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est composé de fibres plus longues et plus solides, ce qui augmente sa robustesse.
D'ailleurs le nom donné au procédé, kraft, signifie en allemand et en suédois le mot
force.

l POUNDS
Il E WAR D.

Tiic PropritTtirs ofa lcadli^ ^^f-t^opoliEà[l Jitiirria! OPÏ'KK the yiwvc
ItEWÀKiï tu uity pVT-.wï wl>u shall firhl xiicfcetl 111

INVEMTING OB UISCOVERI^G
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CIIEAP SUBSTITUTE
n Mi TU l;

NOW VSEU It Y
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Riilijftl to tlie ftdlinrin^- coiidittuiuc

l. Tb.9 material mnjït ùe practically unlimited In qwuitfty, and 1w
of a, quality equaJ to tb&t whichi»

at prcaeat tiscd in nianufacturiniT tlié bwt âescriptiofl of ttéWtpapOT,
aûd at a coat, CffiteriB paj-ibiui, not lew Utui teu per cent- lower.
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ftcturer» of paper (two of thBm to be named by the adTortiier), vltow
oertlBc»tt «aril utitle th« ùivntor tu the paymeBt ot tlie reward.

3. Thii offtT wiU be in Inx ouly tor a perioâ of 12 montlu Ijon Uie
28tl> of May, ISM.

Apply hr Lctu-r to A. It., SIcair». SM1Ï1I & SOXS, 136, STIU^^>.

Figure 1. Récompense de £1000 pour la découverte d'une alternative peu coûteuse et
abondante au coton et au lin comme matière première dans la fabrication du papier
[6].

u

Le procédé kraft devint alors de plus en plus répandu à travers le monde, sa
grande popularité provenant en partie du fait qu'il peut s'appliquer à presque
n'importe quelle essence de bois et qu'il pennet la délignification de certains bois que
le procédé alcalin ne pennettait pas. L'industrie du papier de pâte kraft prit
finalement un essor considérable après la seconde guerre mondiale grâce à l'effet
combiné de la reprise économique et de l'émergence des méthodes de blanchiment
comme le bioxyde de chlore. Le procédé kraft, qui sera décrit en détail dans la
section suivante, s'est ainsi établi comme étant la méthode de mise en pâte la plus
répandue et continue à dominer le marché mondial avec près de 110 millions de
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tonnes de pâte produites en 1998, ce qui représente près de 70% de toute la pâte
produite à travers le monde [7].

1.2. La fabrication de la pâte

1.2.1. Structure et composition du bois

Les nombreuses espèces d'arbres peuvent être regroupées dans deux catégories
distinctes: les gymnospennes et les angiospermes. Les conifères, également nommés
résineux, appartiennent à la première famille alors que les feuillus font partie de la
seconde [8].

De façon générale, le bois est composé de cellulose, d'hémicelluloses, de lignine
et d'extractifs, dans des proportions variables qui dépendent, entre autres, de l'espèce
et de la localisation des arbres. La cellulose est un polymère linéaire composé
d'unités de glucose (voir Figure 2). La cellulose, qui compose la majeure partie des
fibres de bois, se retrouve sous fonne cristalline et peut comporter environ 10 000
unités de base de glucose [8]. C'est la cellulose qui confère aux fibres leurs propriétés
de solidité et de blancheur et c'est pour cette raison que les procédés de mise en pâte
doivent être très sélectifs et ne pas la dégrader. Les hémicelluloses sont des
polysaccharides ramifiés semblables à la cellulose qui se retrouvent en grande partie
dans les fibres du bois. Ils composent environ 25 % du bois et 10 % de la pâte kraft.

HzOHHOHzOH OH
0~~.

-^

~~>
"^

OH
HO CH20H HO

OH

Figure 2. Structure de la cellulose montrant les unités monomériques de glucose
adoptant la conformation "chaise".

u
La lignine, elle, a pour rôle de retenir ensemble les fibres, à la manière d'une

colle, afin de donner de la rigidité au bois. Ce composé extrêmement complexe est
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un polymère tridimensionnel irrégulier formé à partir de groupements phénylpropane
(voir Figure 3). Ces groupements phénylpropanes peuvent être répartis dans deux
catégories, selon qu'ils contiennent un groupement phényle ou non. La stmcture de la
lignine peut varier d'une espèce de bois à une autre ce qui rend sa caractérisation
encore plus difficile. Toutefois, une structure proposée par Adler en 1977 est
acceptée comme étant représentative de la lignine de conifère [9].
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Figure 3. Structure proposée de la lignine de conifère. Les unités #4 et #5
représentent respectivement un groupement non-phénolique et un groupement
phénolique [2].

u

Il est important de mentionner ici que pour arriver à fabriquer du papier, il
faut absolument dégrader cette lignine afin de libérer les fibres du bois. La
dépolymérisation de la lignine, aussi nommé délignification, est le principal sujet de
la présente recherche. Les réactions chimiques menant à la délignification seront
présentées dans le prochain chapitre.
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n Finalement, les extractifs représentent un foule de composés de plus faible
masse molaire comme certains acides gras, acides résiniques et terpènes. Les
extractifs sont aisément retirés du bois durant le procédé de cuisson et certains
comme la térébenthine sont collectés pour être utilisés à d'autres fins. Les
proportions des quatre principaux composés du bois, démontrées au Tableau I, sont
pratiquement les mêmes d'une espèce de bois à une autre.

Tableau I. Distribution approximative des composés du bois
Composé Feuillus (%) Conifères (%)

Cellulose 42-49 41-46

Hémicelluloses 23-34 25-32

Lignine 20-26 26-31

Extractifs 3-8 10-25

Lorsque le bois aura été transformé en pâte, le contenu de lignine aura
diminué jusqu'en dessous de 5 % alors que la teneur en cellulose sera en moyenne
supérieure à 70 % de la masse de la pâte kraft [10]. La particularité d'un bon procédé
de mise en pâte est de retirer sélectivement la lignine, laissant la cellulose intacte.

Au niveau structurel, le bois est composés de cellules filiformes qui sont
orientées à la verticale dans le tronc de l'arbre. A la fin du cycle de leur vie, chacune
de ces cellules formera un tube creux et rigide: une fibre. Les fibres de bois sont
elles-même composées de trois sections principales: le lumen, cavité servant au
transport des liquides, la paroi primaire et la paroi secondaire (Figure 4a). Les fibres
sont retenues ensemble par la lamelle mitoyenne (Figure 4b) qui agit comme un
ciment pour donner au bois sa dureté et sa solidité. Cette section est presque
entièrement composée de lignine et, tel que mentionné précédemment, sa
degradation entraîne la libération des fibres, formant ainsi ce qui s'appelle la pâte, qui
sera par la suite utilisée pour fabriquer le papier.

u
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Figure 4. Schéma (a) et coupe transversale (b) d'une fibre de bois. Les différentes
section sont le lumen (L), les parois primaire (P) et secondaire (S) et la lamelle
mitoyenne (M) [2, 8].

1.2.2. Le procédé de mise en pâte kraft

Il existe plusieurs procédés pour produire de la pâte à papier. Le bois peut

être traité de façon mécanique, chimique ou par une combinaison des deux. Les pâtes
mécaniques, formées par déchiquetage du bois, sont surtout utilisées pour les papiers
de basse qualité à usage de courte durée comme le papier journal. La pâte chimique
est utilisée pour les papiers fins et pour les cartons car le traitement chimique permet
de retirer plus de lignine et d'avoir des fibres de meilleure qualité. Des différents
procédés chimiques, le procédé kraft est le plus utilisé et il sera principalement

concerné par cette étude.

u

Lors de la mise en pâte kraft, le bois, préalablement réduit en copeaux, est

soumis à l'action d'une solution d'hydroxyde et de sulfure de sodium à haute

température et à haute pression. Cette solution alcaline nommée liqueur blanche est

mélangée aux copeaux dans un réacteur, le lessiveur, où se produit alors la cuisson
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du bois, c'est-à-dire la dégradation de la lignine. Les réactifs contenus dans la liqueur
blanche (voir Tableau II) ont pour effet de briser les liaisons chimiques entre les
unités phénylpropane qui fonnent le squelette de la lignine. La liqueur blanche étant
très alcaline (pH variant entre 13.5 et 14) les fragments de la lignine sont solubilisés
puis retirés du circuit de cuisson dans la liqueur noire. Cette liqueur est composée
des produits chimiques provenant de la liqueur blanche qui n'ont pas été consommés
durant la cuisson ainsi que des substances organiques et inorganiques retirées du
bois. La plupart des fragments de la lignine s'y retrouvent sous forme de sels d'acides
organiques dont les groupements aromatiques et les liaisons conjuguées, en
absorbant la lumière, sont responsables de la couleur foncée de la liqueur noire.

u

Un des avantages du procédé kraft est qu'il s'effectue en circuit fenné. En
effet, les réactifs de la liqueur blanche (NaOH et Nâ2S) sont continuellement

régénérés à partir des résidus de la cuisson du bois et ceci, par une série d'opérations
assez simples. Cette fermeture du circuit diminue l'eau nécessaire à la mise en pâte,
les coûts de production reliés aux produits chimiques, et minimise les rejets dans
l'environnement. La première étape de ce circuit de récupération est la combustion de
la liqueur noire. Ceci permet à la fois de détruire les composés organiques extraits du
bois, puisqu'ils y sont brûlés (produisant chaleur et COz) et de régénérer le Na2S. Les
résidus de la combustion, riches en sels inorganiques, sont alors solubilisés dans
l'eau, formant un troisième type de liqueur, la liqueur verte. Le sulfure de fer présent
dans cette liqueur est responsable de sa couleur verdâtre. L'autre agent principal de la
mise en pâte, le NaOH, est régénéré lors de l'étape suivante, la caustification. Lors de
cette étape, le carbonate de sodium contenu en grande quantité dans la liqueur verte
(voir Tableau II) réagit avec de l'eau en présence de CaO pour former l'hydroxyde de
sodium et du CaCÛ3. La liqueur verte est ainsi transformée en liqueur blanche qui est
retournée au lessiveur pour cuire à nouveaux des copeaux de bois. Un schéma des
différentes étapes de ce circuit ainsi que les principales réactions chimiques qui y ont
lieu sont présentés à la Figure 5. Il est également intéressant de noter que même le
CaO est régénéré à partir du CaCOs dans une étape supplémentaire (non-démontrée)
du circuit de récupération (CaCÛ3 + chaleur = CaO + COz) [2].
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Tableau II. Concentrations approximatives des principaux composés des liqueurs du
procédé kraft [2].

Composés Liqueur blanche
.(M)

Liqueur noire
(M)

NaOH 1.0 0.015

NazS 0.2 0.022

NazCOs 0.1 0.03

Liqueur verte
(M)
0.16
0.19
0.41

1.2.3. Les propriétés de la pâte

Les propriétés de la pâte sont rigoureusement mesurées durant la production
afin de régler les paramètres du procédé et de s'assurer que le produit répondra aux
critères du marché. Puisque certaines de ces propriétés seront utilisées pour évaluer
les performances des méthodes de délignification développées tout au long de ce
projet de recherche, il s'avère nécessaire d'en voir les détails.

1.2.3.1. L'indice Kappa

u

L'indice Kappa (K) est l'indicateur de la quantité de lignine résiduelle dans la
pâte. Il s'agit d'un titrage en retour basé sur l'oxydation de la lignine par le

permanganate de potassium. Une fraction du KMn04 ajouté réagit avec la lignine et
la fraction qui reste est réduite par ajout d'iodure de potassium. L'iode ainsi fomié est
titré par le thiosulfate tel que décrit dans les procédures d'iodometrie[11]. Ce titrage
permet de trouver l'indice K qui, par définition, correspond au volume en millilitre
d'une solution de KMn04 de 0.1 N qui est consommé par un gramme de pâte
anhydre [12]. Ainsi, une diminution de K équivaut à une délignification et plus
l'indice est bas, moins il reste de lignine dans la pâte. Une unité de l'indice Kappa
correspond à environ 0.15 % de lignine par unité de masse de pâte kraft.
Typiquement, l'indice Kappa d'une pâte de bois mou ayant été traitée à l'oxygène se
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situe entre 20 et 25 [2]. Pour ce qui est de la pâte blanchie destinée à la fabrication de
papier fin, l'indicé de Kappa devrait idéalement être de zéro, signifiant une
délignification complète. Cette valeur n'est en réalité jamais obtenue et il peut rester
des traces de lignine dans la pâte. De façon pratique, lorsque la délignification est
pratiquement complète, c'est la blancheur de la pâte qui devient le paramètre servant
à évaluer l'efficacité des étapes de blanchiment.

1.2.3.2. L'indice de blancheur

Cette propriété est la fraction, exprimée en pourcentage, de la lumière (À- =
457 nm) réïïéchie par une feuille de pâte ou de papier [13]. Plus le papier est blanc,
plus le pourcentage est élevé. A titre indicatif, le papier d'usage courant possède un
indice de blancheur d'environ 90%.

1.2.3.3. La viscosité

Tel que mentionné précédemment, la délignification se doit d'etre sélective et
ne dégrader que la lignine, laissant les fibres de cellulose intactes. Si les chaînes de
glucose formant la cellulose sont fractionnées, les fibres perdront de leur qualités
physiques et le papier sera moins solide. L'évaluation de la qualité des fibres
s'effectue en mesurant la viscosité d'une solution de cupriéthylènedi aminé 0.5 M
dans laquelle est dissout 0.5 % de pâte [14]. La cellulose forme un complexe
polyanionique avec le cuivre, permettant la solubilisation des chaînes de cellulose
[15]. Si les fibres ont été dégradées, les chaînes de cellulose seront plus courtes que
celles des fibres intactes et la viscosité de la solution sera plus faible. La perte de

viscosité due à un traitement de délignification doit être minimale.

u
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Figure 5. Représentation du circuit de mise en pâte kraft ainsi que des principales
reactions chimiques qui s'y produisent. Les composés soulignés sont les principaux
agents de délignification. Adaptation de [2].
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1.2.4. Le blanchiment

La pâte kraft doit être blanchie d'abord pour retirer la lignine résiduelle
(environ 5% n'ayant pas été retirée lors de la cuisson), mais également parce que les
reactions chimiques s'opérant lors de la cuisson fonnent des groupements fortement
absorbants, comme les quinones, qui donnent une couleur foncée à la pâte. En fait la
pâte de cuisson kraft est plus foncée que le bois utilisé pour la fabriquer. Les agents
de blanchiment sont classés en deux catégories selon que leur action sur la pâte a
pour but de retirer la lignine résiduelle (action de délignification) ou de dégrader les
groupements chromophores responsables de la couleur foncée de la pâte (action de
blanchiment)

Le blanchiment de la pâte s'effectue en plusieurs étapes successives
d'oxydation en alternance avec des étapes d'extraction. L'oxydation de la pâte
entraîne la dégradation des groupements de la lignine résiduelle et des groupements
chromophores en utilisant des agents fortement oxydants dont les principaux sont
présentés plus bas. Les étapes d'extraction consistent en un traitement alcalin à
l'hydroxyde de sodium parfois en présence d'oxygène ou de peroxyde. Les
extractions ont pour but de solubiliser et de retirer les groupements qui ont été
oxydés lors de l'étape précédente.

1.2.4.1.chlore(0

u

Le chlore moléculaire est utilisé pour la délignification depuis le début du 20
siècle. Il est plus avantageux que la plupart des autres technologies grâce à ses
faibles coûts de production et d'utilisation, en plus d'etre facile à utiliser. Le chlore
est également très sélectif, ce qui lui permet de réagir avec la lignine sans dégrader
les fibres de cellulose qui doivent demeurer intactes pour avoir une bonne qualité de
pâte. Bref, la délignification au chlore est de loin celle qui offre le meilleur
rendement au meilleur coût. Par contre, son utilisation est responsable de la
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n production de composés toxiques comme les tétrachlorodibenzo-p-dioxines (TCDD)
et tétrachlorodibenzofurannes (TCDF) par réaction du chlore avec certains

groupements de la lignine [16].

L'utilisation du chlore pour blanchir le papier a été freinée de façon
importante depuis la fin des années 80, réduisant ainsi de plus de 99% les quantités
de dioxines et de furannes présentes dans les effluents d'usine [17].
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Figure 6. Reaction du chlore avec un fragment représentatif de la lignine. Les
quinones ainsi formées peuvent se coupler et former des dioxines.

1.2.4.2. Bioxyde de chlore (D)

u

Le C1Û2 est apparu en industrie de blanchiment des pâtes plus tard que le
chlore, soit vers le milieu du 20 siècle. Il était alors utilisé vers la fin des stades de

blanchiment pour augmenter la blancheur de la pâte. C'est le bioxyde de chlore qui
remplaça le chlore à la fin des années 80 et il est encore aujourd'hui l'agent de
blanchiment principal. Les réactions chimiques menant à la délignification par le
C1Û2 sont très complexes et impliquent la formation de radicaux libres. En résumé, le
ClOz est très efficace, facilement produit sur place et ne cause pas de perte
significative de viscosité de la pâte [18]. Par contre, en oxydant la lignine, il peut y
avoir fonnation de plusieurs composé indésirables comme le Cl2 et le HOC1, qui
vont, eux, former des complexes organochlorés toxiques [19]. Un bon contrôle des
conditions de blanchiment au C1Û2 permet toutefois de réduire la formation de ces
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composés et les quantités en toxines dans les efïïuents d'usine se retrouvent sous les

normes gouvernementales actuelles.

1.2.4.3. Oxygène (O)

L'utilisation d'oxygène pour la délignification est, depuis quelques années,
appelée à remplacer le chlore (sous toutes ses fonnes) pour des raisons à la fois
techniques, économiques et écologiques. En effet, l'Oz est assez simple d'utilisation,
peu coûteux grâce à sa grande disponibilité et, contrairement aux produits chlorés, il
s'intègre dans le système de récupération de l'usine, c'est-à-dire que les rejets du
procédé sont intégrés au cycle de récupération de la liqueur noire (Figure 5) plutôt
que d'etre rejetés dans l'environnement. L'oxygène possède cependant quelques

désavantages. Lorsque la délignification est avancée (>50 %), l'Oz devient moins
sélectif à la lignine et attaque la cellulose des fibres, diminuant la qualité de la pâte
[20]. Ces désavantages sont compensés en utilisant un protecteur, les sels de
magnésium, qui vont empêcher l'attaque des fibres par l'oxygène. L'02 n'est pas un
agent de blanchiment mais bien un agent de délignification. Par contre, son
utilisation dans les premiers stages de délignification va diminuer le besoin de
blanchir la pâte (donc diminution des quantités nécessaires d'agent de blanchiment).
L'oxygène dissous en milieu aqueux donne lieu à plusieurs types de radicaux comme
le radical hydroxyle (OH*) et l'anion superoxyde (02'*). L'02 est tout d'abord activé
par des conditions alcalines puis il se réduit en HzO en quatre étapes, oxydant en
même temps les substrats, dont la lignine. L'utilisation de l'oxygène produit peu
d'impact sur l'environnement car les sous-produits sont peu nocifs: COz, acides
organiques faibles et traces de méthanol [20].

1.2.4.4. Ozone (Z)

u
L'ozone est un oxydant très puissant qui peut réagir avec la plupart des

matériaux organiques. Il est donc moins sélectif que les autres agents décrits plus
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haut et son usage sera donc plus restreint. L'Os est de plus assez difficile à
synthétiser et il n'est pas très soluble dans l'eau. Son coût est plus élevé et il offre une
moins bonne qualité de pâte que le chlore. Le principal avantage de l'ozone c'est que,
grâce à son très fort caractère électrophile, il peut réagir avec des fragments de
lignine qui n'ont pas été affectés par les autres types de procédés. L'Os peut effectuer
deux types de réactions dans la lignine. Tout d'abord, il peut attaquer les
groupements chromophores (donc blanchir) en réagissant avec les doubles liaisons
conjuguées à des cycles aromatiques comme le styrène par exemple. Ensuite, l'ozone
peut insérer un atome d'oxygène dans les liens C-H des alcools, aldéhydes et ethers,

résultant en la fragmentation de la lignine [21].

1.2.4.5. Peroxyde d'hydrogène (P)

Au début utilisé pour le blanchiment des pâtes mécaniques, le H202 est
maintenant aussi utilisé pour la délignification. Il réagit surtout avec les structures
colorées de la lignine (carbonyles conjugués et quinones). En effet, si à basse
température (50-70°C), le peroxyde d'hydrogène peut détruire les quinones qui
donnent de la couleur au papier non-blanchi, il peut également dépolymériser la

lignine à haute température (> 80°C). C'est l'anion HOO' (un très bon nucléophile)

produit en milieu alcalin de la façon suivante:

H2Û2 + Off -^ H02' + H2Û (l)

qui est actif pour éliminer les groupements chromophores. Il y a cependant d'autres
produits de décomposition qui sont aussi actifs (OH* et 02'*) lors des réactions avec
la pâte [22]. Le HzOz est surtout utilisé avec le NaOH pendant les étapes d'extraction
pour faciliter la dégradation des fragments de lignine.

J
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1.2.4.6. Les séquences de blanchiment

Le blanchiment de la pâte s'effectue en plusieurs étapes successives. Chacune
de ces étapes utilise un des agents de blanchiment décrits plus tôt. Les étapes,
désignées par une lettre, sont entrecoupées par un lavage de la pâte à l'eau chaude.
Par exemple, une séquence typique de blanchiment d'une pâte kraft serait symbolisée
par DÇEO)DED et signifierait une étape de bioxyde de chlore suivie d'une extraction
(NaOH) avec oxygène puis bioxyde, extraction et bioxyde. La pâte ainsi traitée est
suffisamment blanchie pour rencontrer les exigences du marché et sera formée en
feuilles de papier par une série de procédés dont la description dépasse le cadre de ce
projet.

1.2.4.7. Une méthode alternative?

La recherche de nouvelles méthodes de blanchiment ne s'est toutefois pas
arrêtée avec l'arrivée du bioxyde de chlore. L'industrie des pâtes et papiers pourrait
bénéficier d'une méthode alternative pour plusieurs raisons. Tout d'abord parce qu'il
y a toujours des émissions de produits organochlorés dans l'environnement, même si
ces quantités sont beaucoup plus faibles qu'en utilisant le chlore. Deuxièmement, à
cause de la corrosion due au chlore, il est impossible de recycler les eaux usées du
blanchiment (fermeture du circuit). Finalement, certaines usines à haute capacité
voient leur production limitée par les quantités de C1Û2 qu'ils peuvent produire.
Ainsi, une méthode alternative qui serait non toxique, qui permettrait la fermeture du
circuit ou qui entraînerait une diminution du ClOz nécessaire au blanchiment serait

très prometteuse.

u

L'utilisation d'enzymes comme agent de blanchiment a gagné de plus en plus
d'intérêt depuis les 10 dernières années. Les enzymes sont biodégradables, peuvent
être produites à grande échelle à un faible coût et n'impliquent pas de modifications

majeures à l'infrastructure des usines de pâte. La substitution d'une partie du C1Û2
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par une étape de blanchiment enzymatique pourrait donc s'avérer bénéfique autant
pour l'industrie que pour l'environnement.

1.3. Bioblanchiment

Le bioblanchiment repose sur l'utilisation d'outils biologiques qui vont de
façon naturelle dégrader la lignine contenue dans le bois. Ces agents que l'on
retrouve dans la nature sont bien souvent spécifiques à un type de substrat (comme la
lignine) laissant le reste (cellulose) intact. Cette propriété est extrêmement
avantageuse pour développer une méthode de délignification. Le principal obstacle à
l'utilisation industrielle de ces agents biologiques c'est qu'ils ne réagissent que très
lentement, ce qui est peu approprié au rythme très rapide de production des usines
modernes. L'application en industrie d'un tel système dépend donc de la découverte
d'un moyen d'augmenter la performance des agents de bioblanchiment.

u

Cette recherche date de plusieurs décennies, soit depuis qu'il a été démontré
que certains champignons étaient capables de dégrader la lignine [23]. Ces
champignons, les basidiomycètes, se retrouvent sur les arbres morts et sont
responsables de la dégradation naturelle du bois (voir Figure 7a). Les premiers
résultats de bioblanchiment de la pâte, réalisés dans les années 70 [24], ont démontré
la capacité de ces organismes à délignifier la pâte. Bien que selon cette recherche,
environ 60 % de la lignine peut ainsi être retirée de la pâte, il faut jusqu'à sept jours
aux champignons pour effectuer le travail, ce qui a pour effet de causer une perte de
viscosité, conséquence de la dégradation des fibres. Certains champignons de la
famille de basidiomycètes se sont démarqués comme étant particulièrement efficaces
pour le blanchiment de la pâte. Trameîes versicolor, un de ces champignons, a été
utilise par notre groupe de recherche depuis le début des années 90 pour faciliter le
blanchiment de la pâte [25, 26]. En effet, puisque le champignon n'est pas assez
efficace pour blanchir la pâte à lui seul, l'application en industrie de cette
technologie a pour but de diminuer les quantités d'agents de blanchiment (comme le
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ClOz) nécessaires pour obtenir le degré de blancheur désiré. Son action blanchissante

est démontrée à la Figure 7b.

Pour effectuer la dégradation du bois et de la lignine, les champignons
sécrètent plusieurs enzymes dont le rôle exacte dépend de leur nature. Les enzymes
de Trametes versicolor ÇTv) que l'on reconnaît jouer un rôle lors de la délignification
sont les laccases, les lignine peroxydases, les manganèse peroxydases et les
cellobioses déshydrogénases [27]. De ces enzymes, la laccase est particulièrement
intéressante pour oxyder la lignine grâce à ses propriétés oxydantes et ce projet ne

concernera que l'utilisation de celle-ci pour le bioblanchiment de la pâte.

La première enzyme à avoir été introduite pour le bioblanchiment de la pâte
fut la xylanase, en 1986 [28]. Cette enzyme agit sur les hémicelluloses dans la fibre

de façon à faciliter le blanchiment chimique. Ceci s'effectue en rendant les fragments
de lignine plus solubles et donc plus faciles à retirer, diminuant la quantité d'agents

chimiques nécessaires au blanchiment [29].
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Figure 7. Action blanchissante d'un champignon (basidiomycète) sur le bois (a) et
sur la pâte (b). La fiole de droite en (b) représente une incubation de 24 heures avec
le champignon Trametes versicolor et un échantillon de pâte kraft tandis que la fiole
de gauche montre la pâte avant le traitement.
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1.3.1. La laccase

La première publication relatant la découverte de la laccase date de 1883 et

décrit comment cette enzyme est responsable de la coagulation de la laque produite

par certains arbres [30]. L'enzyme laccase est une oxydase qui se retrouve

fréquemment chez les plantes et les champignons mais également chez certaines

bactéries et insectes [31]. Son site actif, tel que présenté à la Figure 8, est composé

de quatre atomes de cuivre et lui permet d'effectuer l'oxydation d'un substrat tout en
réduisant l'oxygène en eau par un mécanisme impliquant quatre électrons. Cette
reaction peut s'expliquer en trois étapes: l'oxydation du substrat par le cuivre de
Type l, le transfert interne d'électron entre le CUTI et le site T2/T3 puis la réduction

de l'oxygène en eau [31, 32].
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Figure 8. Structure générale du site actif des enzymes de type cuivre bleu. La
structure réelle du site actif de la laccase de T.versicolor peut différer quelque peu de
celle-ci au niveau des acides aminés entourant le site mais le squelette de base
d'atomes de cuivre est le même. La forme représentée contient l'oxygène lié au site
T2/T3. Adaptation de [33].

Ces atomes de cuivre sont classés en trois catégories, Tl, T2 et T3 selon les

caractéristiques de leur spectre de résonance paramagnétique électronique (EPR)

respectif [34]. Les différents types ont également différentes fonctions pour la

réduction de l'oxygène (types T2 et T3) ou pour l'oxydation du substrat (type Tl). Le

cuivre de type T l possède une bande d'absorption à 620 nm (le coefficient
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d'absorptivité molaire (s) équivaut à 4900 M-lcm-l [35]) ce qui donne à l'enzyme en
solution une couleur bleue d'où la désignation d'enzyme de type cuivre bleu. Cette
designation englobe toute une gamme d'enzymes qui ont une structure et des
propriétés semblables. La laccase fait partie de cette classe d'enzymes.

Bien que l'on retrouve la laccase dans plusieurs plantes, elle est beaucoup
plus abondante dans les champignons et plus particulièrement dans les
basidiomycètes, les champignons responsables de la dégradation du bois [36]. Sa
presence en grande quantités dans ce type de champignon a tôt fait de suggérer son
implication dans la biodégradation de la lignine. La laccase est paradoxalement
impliquée dans la biosynthèse de la lignine où elle joue un rôle d'initiatrice de
certaines réactions de polymérisation par oxydation des composés phénoliques [31].
Finalement, la laccase a maintenant de nombreuses applications autres que le
bioblanchiment, notamment au niveau de la dégradation des composés comme les
hydrocarbures polycycliques et certains colorants synthétiques [37-42]. La sélectivité
des réactions enzymatiques, plus grande que celle des réactions chimiques peut
également être mise à profit pour la synthèse [43]. La réaction de réduction de
l'oxygène par la laccase pourrait également être mise à profit pour la fabrication de
cathode pour des piles à combustible [44, 45] ou même utilisée pour détecter la
presence de poisons respiratoires [46-48], puisque ceux-ci sont généralement des
inhibiteurs de l'enzyme.

u

Trametes versicolor sécrète plusieurs laccases nommées isozymes l et n
selon leur ordre d'élution sur une colonne échangeuse d'ions (voir la Partie
Expérimentale). Les deux isozymes donnent sensiblement les mêmes résultats de

délignification de la pâte [49], mais puisque la laccase II de Tv est produite en plus
grande quantité, c'est elle qui sera utilisée pour cette recherche. La laccase de Tv est
particulièrement intéressante pour la délignification puisque le potentiel d'oxydation
de son site actif CUTI est parmi les plus élevés des différentes provenances de
laccase. Il sera démontre à plusieurs reprises que le potentiel de l'enzyme doit être le
plus élevé possible pour favoriser le bioblanchiment.
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Les substrats naturels de la laccase sont les phénols, ce qui suggère que
l'enzyme pourrait dépolymériser la lignine en oxydant les groupements phénoliques
qui y sont présents (voir Figure 3). La laccase a cependant un effet très limité sur la
degradation de la lignine, ce qui s'explique en partie par le fait qu'environ le tiers de
la lignine est composée de sous-unités phénoliques [50]. Le reste, étant composé de
sous-unités non-phénoliques, est beaucoup plus difficile à oxyder et le polymère ne
peut être complètement fragmenté en oxydant seulement les groupements
phénoliques. La laccase ne peut oxyder les groupements non-phénoliques dont le
potentiel d'oxydation est supérieur à IV vs Ag/AgCl [51]. L'inefficacité de la laccase
seule peut s'expliquer également par le fait que l'enzyme, une grosse molécule (MM
= 70 000 [49]), doit pouvoir se rendre à la lignine résiduelle pour pouvoir l'oxyder.
Après un traitement de mise en pâte kraft, la majorité de la lignine résiduelle se situe
entre les parois des fibres, ce qui correspond à un espace d'environ 5 nm [27].
L'enzyme est par conséquent trop grosse pour pouvoir diffuser rapidement dans les
fibres et effectuer une délignification de façon efficace (voir Figure 9). Ces deux
limites fondamentales à l'action de la laccase peuvent être rcpoussées en introduisant
un nouvel élément dans le système; le médiateur.

1.3.2. Le système laccase-médiateur

u

Un médiateur est défini comme une petite molécule rédox qui agit comme
transporteur d'électrons entre la lignine et l'enzyme. Le principe à la base de ce
système est que la laccase, par la réduction de l'oxygène, oxyde le médiateur qui lui,
pouvant diffuser dans les fibres, oxydera la lignine. Puisque le médiateur se réduit en
oxydant la lignine de la pâte, il peut être réoxydé par l'enzyme pour recommencer un
nouveau cycle. Ces cycles d'oxydations et de réductions successives mèneront
finalement à la délignification de la pâte. Le schéma de la figure 10 démontre les
différentes étapes d'oxydoréduction du système laccase-médiateur.
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Figure 10. Oxydation de la lignine par le système laccase-médiateur. Les flèches
pleines représentent le cycle d'oxydoréduction qui se répétera tant qu'il y aura de
l'oxygène et de la lignine dans le milieu. Les électrons voyagent ainsi de la lignine
jusqu'à HzO.
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Le premier médiateur à avoir été utilisé pour un tel système est l'acide 2,2'-
azinobis-(3-éthylbenzthiazoline-6-sulfonique) (ABTS) [52]. Sa stmcture ainsi que
celle d'autres médiateurs, est présentée au Tableau HI. L'article de Bourbonnais et
Paice [52] rapporte non seulement la possibilité d'utiliser la laccase avec l'ABTS
comme agent de délignification mais plus important encore, que le système enzyme-
médiateur permet d'élargir le champ d'action de la laccase aux groupements non-
phénoliques de la lignine. Les essais réalisés par la suite démontrèrent que la laccase
et l'ABTS pouvaient en effet délignifier la pâte de cuisson kraft [53] et qu'en
optimisant les paramètres du traitement enzymatique, il était possible d'atteindre
jusqu'à 50 % de délignification [54]. Cependant, l'ABTS ne peut être considéré pour
une éventuelle application en usine, principalement à cause de son coût trop élevé et
de sa toxicité.

1.3.3. Les médiateurs

Le médiateur est l'élément clé du système de blanchiment enzymatique de la
pâte. De nombreuses recherches ont été réalisées dans le but de découvrir de
nouveaux médiateurs qui pourraient offrir la même performance que l'ABTS mais
sans les inconvénients. Il va sans dire que, considérant l'importance de l'industrie
papetièrc à travers le monde, de nombreux brevets ont été déposés pour des
nouveaux médiateurs potentiellement applicables en industrie au cours des dix
dernières années. Ces médiateurs, leur structure et leur potentiel rédox sont présentés
au Tableau III.

u

Une molécule doit posséder certaines caractéristiques essentielles pour être
considérée comme un médiateur efficace du système laccase-médiateur. Tout
d'abord, le médiateur doit être un substrat de la laccase, c'est-à-dire qu'il doit
pouvoir être oxydé par l'enzyme. Comme le démontre certaines études, notamment
celle de Xu [55] et celle-ci (section 3.3.), le principal paramètre régissant l'oxydation
est la différence de potentiel normal apparent (E ) entre la laccase et le médiateur.
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En effet, en étudiant certains paramètres thermodynamiques comme l'énergie libre de
Gibbs [56], l'oxydation sera favorisée si le potentiel rédox de l'agent oxydant
(laccase) est plus positif que celui de l'espèce qui est oxydée (médiateur). Le
potentiel de la laccase de Trametes versicolor (du site actif de cuivre T l) est
d'environ 575 mV par rapport à l'électrode de chlorure d'argent (vs Ag/Ag/Cl) [34].

Ensuite, le médiateur doit avoir un potentiel normal apparent compatible avec
celui de la lignine: si le médiateur possède un potentiel qui est trop négatif, il sera
facilement oxydé par l'enzyme mais la réaction d'oxydation de la lignine sera
thermodynamiquement défavorisée et le système sera inefficace. Puisque les
groupements non-phénoliques de la lignine (ceux qui ne peuvent pas être directement
oxydés par la laccase) ont des E° d'environ 1000 mV et plus vs Ag/AgCl, le
compromis à réaliser est d'utiliser un médiateur qui possède un potentiel situé entre
575 (laccase) et 1000 mV (lignine) vs Ag/AgCl.

Le médiateur doit être stable dans les deux états d'oxydation afin que le cycle

tel que présenté à la figure 10 ne soit interrompu parce que le médiateur s'est
décomposé ou modifié après un certain temps de réaction. Dans un même ordre
d'idées, le médiateur ne doit pas s'adsorber sur la pâte, pour s'assurer qu'il puisse
diffuser librement entre l'enzyme et la lignine résiduelle et effectuer un transport
efficace des électrons. Le médiateur oxydé doit également être le plus spécifique
possible envers la lignine pour éviter la perte de viscosité due à une dégradation de la
cellulose des fibres. Finalement, pour considérer son application en industrie, un bon
médiateur devrait être recyclable, peu coûteux à produire en grandes quantités et,
cela va de soi, être non-toxique pour l'environnement.

u
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n Tableau III. Liste des principaux médiateurs de la laccase utilisés pour les études
sur le bioblanchiment de la pâte.

Nom
Abbreviation
Reference

Structure

Acide 2,2'-azinobis(3-
ethylbenzthiazoline-6-
sulfonique)
ABTS
Bourbonnais et Paice 1992 [53]

'OsS SOass

^N-N

N

e

l -hydroxybenzotriazole
HBT
Call 1994 [57]

N-hydroxyacétanilide
NHA
Call 1997 [58]

Acide 4-hydroxy-3-nitroso-l-
napthalenesulfonique
HNNS
Zing et coll. 1996 [59]

Acide l-nitroso-2-naphtol-3,6-
disulfonique
NNDS
Zing et coll. 1996 [59]

Acide violurique
VAC
Call 1997 [58]

:H2CH3 CHzCHs

N\.
>
!N
AH

HO.
T

0

HS

0 0
SOsH

N=0

'H

HOsS SOsH

0 0
OH

N
-^0

HN-^S^N-
O^N-^O

N-OH

Potentiel
normal
apparent
(V vs

Ag/AgCl)1

0.47 ; 0.90

0.85

0.63:0.81

0.71 ; 0.90

0.62

0.71

'Ag/AgCl: Électrode de chlorure d'argent (E = +0.197 vs Électrode normale
d'hydrogène). Les valeurs soulignées représentent une oxydation irréversible [60].

u
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Les médiateurs connus de la laccase qui sont présentés au Tableau HI sont

composés d'un squelette organique qui comporte souvent une fonction N-hydroxyle
(N-OH) par laquelle s'amorce la réaction d'oxydation par la laccase et de

degradation de la lignine (ces mécanismes seront discutés dans le chapitre 3). La

formation de radicaux libres qui en résulte pose parfois des problèmes de stabilité du

médiateur ou d'inactivation de l'enzyme, tel que suggéré dans le cas du HBT et de

l'acide violurique [61, 62]. D'autres médiateurs peuvent être soit toxiques, comme

l'ABTS, s'adsorber sur la pâte, ou encore être trop coûteux. L'application du
système laccase-médiateur pour le blanchiment de la pâte passe donc par la

découverte de nouveaux médiateurs, ce qui est un des principaux buts de ce projet de

recherche.

1.4. Presentation du projet de recherche

L'objectif premier de ce projet est d'étudier la délignification de la pâte kraft

par le système laccase-médiateur décrit à la section 1.3.3.. Les deux principales

realisations de cette thèse qui sont la découverte d'une nouvelle classe de médiateurs

pour la délignification et le développement d'un nouveau système de délignification

basée sur l'oxydation électrochimique de la pâte.

La première étape de ce projet fut d'étudier les propriétés d'une nouvelle
classe de médiateurs formée de complexes de coordination basés sur un centre de
métal de transition. Une recherche bibliographique a tout d'abord été réalisée afin
d'effectuer un criblage des complexes qui auraient les qualités nécessaires pour faire
un bon médiateur pour le blanchiment enzymatique de la pâte. Les médiateurs ainsi
sélectionnés ont été utilisés pour réaliser des essais de délignification sur la pâte,
évaluer leur efficacité et choisir ceux qui sont les plus prometteurs. Cette étude

préliminaire est présentée au chapitre 3.1.

u
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L'étude des mécanismes d'oxydation de la lignine par le système laccase-

médiateur est présentée au chapitre 3.2. Bien que les traitements sur la pâte puissent
servir à évaluer facilement l'efficacité d'un médiateur pour la délignification, il est
relativement difficile d'en tirer des infonnations sur les mécanismes et les réactions

chimiques qui s'y produisent. L'étude de ces mécanismes est donc grandement
facilitée par l'utilisation de composés ayant une structure plus simple que celle de la
lignine, mais dont les liaisons s'apparentent à certaines liaisons typiques de la
lignine. L'analyse de l'oxydation de ces composés modèles par les médiateurs peut
donc servir à étudier les mécanismes menant à la délignification ainsi qu'à étudier
l'effet des différentes conditions (pH, température, présence ou absence d'oxygène)
sur cette délignification.

Une étude électrochimique des réactions d'oxydation des médiateurs et de la

lignine est présentée au chapitre 3.3. L'utilisation de techniques électrochimiques
comme la voltampérométrie à onde cyclique (VOC) a permis de mesurer, entre
autres, les constantes de vitesse d'oxydation des médiateurs par la laccase ainsi que
celles de l'oxydation de la lignine et des composés modèles de la lignine par le
médiateur. Ces constantes servent d'outil afin de comparer la vitesse des échanges
d'électrons des différents médiateurs et de déterminer l'impact des propriétés des
médiateurs sur l'efficacité du système. Une importante réalisation de ces
experimentations est la mise sur pied d'une nouvelle technique permettant l'étude
des transferts d'électrons directement sur des échantillons de pâte.

u

Les résultats des chapitres précédents ont mené au développement d'une
nouvelle méthode de délignification de la pâte qui a recours à un médiateur oxydé
électrochimiquement plutôt que par la laccase. Cette nouvelle méthode est présentée
au chapitre 3.4. Ce système a pemis d'obtenir une délignification de l'ordre de 60 %,
un résultat sans précédent pour un traitement avec un médiateur de la classe des
complexes de coordination. Le système d'électrodélignification est également
intéressant au niveau de la recherche puisqu'il permet d'évaluer l'impact des
conditions directement sur la pâte.
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2. Partie expérimentale

Ce chapitre traite de la préparation des solutions utilisées tout au long du
projet de recherche, de la synthèse des médiateurs et des composés modèles de la
lignine ainsi que de la préparation et la purification de la laccase. Les méthodes
utilisées pour les traitements enzymatiques de la pâte ainsi que celles pour analyser
les réactions des composés modèles de la lignine seront présentées. Une section
dédiée à la description des principes et de l'instrumentation de la voltampérométrie à
onde cyclique est également inclue dans ce chapitre.

2.1. Synthèse des médiateurs

Les médiateurs ne pouvant pas être obtenus sur le marché ont été synthétisés
selon les procédures tirées de la littérature. Puisque dans certains cas des
modifications ont été apportées dans le but d'améliorer le protocole, les principales
synthèses sont présentées ici en détail. Sauf indication contraire, tous les réactifs ont
été obtenus chez Aldrich.

2.1.1.K4Mo(CN)s-2H20

u

L'octacyanomolybdate(IV) de potassium dihydraté a été préparé à plusieurs
reprises et selon deux méthodes différentes. La première synthèse a été réalisée selon
la méthode de Furman et Miller [63]. Dans cette méthode, le produit de départ
Mo(VI) (sous forme de MoOs), est d'abord réduit en Mo(V) en milieu acide puis le
complexe octacyanique est formé en milieu alcalin. L'état d'oxydation souhaité du
complexe, soit Mo(IV), est obtenu lors de cette étape de complexation par la
disproportionnation du Mo(V) en parts égales de Mo(IV) et Mo(VI). Cette
disproportionnation limite le rendement de la synthèse à 50 % puisque que seulement
la moitié du Mo(V) est réduit en Mo(IV) [64]. La méthode de Van de Poel et
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Neumann peut être utilisée pour éviter ce problème et augmenter le rendement lors
de la production de K4Mo(CN)g. Cette méthode effectue en une seule étape la
réduction du Mo(VI) et la formation du complexe en utilisant l'hydrate d'hydrazine.
La disproportionnation est ainsi évitée et les auteurs rapportent un rendement de 86
%, basé sur la quantité de molybdène utilisée au départ [64].

Le produit de chaque synthèse a été purifié à trois repnses en chauffant une
solution aqueuse du complexe et de charbon activé. Le produit purifié est ensuite
précipité dans le méthanol puis recueilli sur un filtre. Cette procédure permet
d'obtenir un produit de très haute pureté, déterminée par titrage oxydimétrique en
utilisant le Ce(IV) comme titrant et l'o-phénanthroline ferreuse comme indicateur. Le
rendement moyen obtenu est de 75 %.

Dans le but de synthétiser le médiateur au plus bas prix possible, une
procédure alternative utilisant le cyanure de sodium comme réactif a été envisagée.
Le cyanure de potassium tel qu'utilisé dans les méthodes de la littérature est environ
1.7 fois plus dispendieux que le NaCN (selon les prix du catalogue de Aldrich
Chemical Co. 2000-2001). La procédure élaborée a été de substituer le NaCN au
KCN dans la méthode de synthèse de Van de Poel. Les résultats obtenus ne sont
toutefois pas concluants car la précipitation du produit s'est avéré impossible, même
en abaissant la température de la solution. De plus l'analyse de la solution
réactionnelle a démontré qu'il n'y avait que très peu de complexe formé, ce qui
suggère que le cyanure de sodium ne doit pas être utilisé dans la synthèse du
K4Mo(CN)g.

2.1.2. K4W(CN)s • 2H2Û

0

La préparation de l'octacyanotungstate(IV) de potassium dihydraté est
réalisée par réduction en milieu acide de l'acide tungstique(VI), H2W04, en utilisant
des feuilles d'étain [65]. Bien que plusieurs essais aient été réalisés en suivant cette
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méthode, le rendement obtenu n'a jamais été supérieur à 3 %, ce qui est loin du
rendement de 29 à 50 % rapporté par l'auteur. Afin de produire plus de K4W(CN)g, la
synthèse du K4Mo(CN)s de Van de Poel a été utilisée mais en remplaçant le MoOs
par le WÛ3 comme produit de départ. Cette synthèse a bien fonctionné mais la
technique de purification utilisée pour le K4Mo(CN)g ne semble pas appropriée pour
purifier le K4W(CN)g car il y a énormément de produit perdu lors de la précipitation.
Le rendement obtenu par cette méthode aété de 9 %.

2.1.3. N-hydroxy-N-phénylacétamide (NHA)

Le NHA a été préparé selon la méthode de Oxley et coll. [66] soit par

l'hydrogénation du nitrobenzène avec l'hydrate d'hydrazine sur un catalyseur de
rhodium, suivi d'une acétylation de l'azote par CHsCOCl. Le produit ainsi obtenu est

de très haute pureté (déterminée par le spectre RMN).

2.1.4. [Fe(2,2'-bipyridine)3](CI04)2

La préparation du [Fe(bpy)3] (€104)2 consistait à dissoudre une quantité du

ligand 2,2'-bipyridine dans de l'eau en chauffant puis à y ajouter une solution
contenant un excès de sulfate de fer et de perchlorate de sodium. La complexation est
très rapide et le produit est précipité par refroidissement de la solution réactionnelle,
puis séché au four à 95 °C. Le rendement obtenu est très élevé (93 %, basé sur la
quantité de ligand) et le produit est pur. Cette méthode a été développée par Burstall
etNyholm[67].

2.1.5. [Fe(4,4'-diméthyl-2,2'-bipyridine)3](CI04)2

u
La procédure suivie pour préparer ce produit est celle de la synthèse du

[Fe(bpy)3](C104)2 mais en utilisant le diméthylbipyridine plutôt que la bipyridine
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comme ligand. Le rendement obtenu par cette synthèse (66 %) est plus faible que
celui de la synthèse précédente ce qui s'explique probablement par le fait que le
ligand 4,4'-diméthyl-2,2'-bipyridine est moins soluble que la bipyridine non-
substituée.

2.1.6. [Os(2,2'-bipyridine)2Cl2]CI • 2^0

La synthèse de ce complexe consiste à chauffer durant une heure sous reflux
le composé de départ K20sClô avec deux équivalents de ligand 2,2'-bipyridine dans
une solution de DMF [68]. Le produit obtenu est récupéré par evaporation sous vide
du solvant avec un rendement de 91 %.

2.2. Preparation et purification de laccase

La laccase de Trametes versicolor a été produite selon la procédure décrite
par Bourbonnais et coll. [49] en utilisant la souche 52J du champignon Tv qui a été
isolée à Paprican [69]. Afin d'amorcer la préparation avec une culture fraîche de
champignon, des petits morceaux d'une ancienne culture ont été placés sur des plats
de pétri contenant un milieu nutritif (Bouillon Mycologique (BM)) en gel d'agar. Ce
milieu nutritif standard pour la culture de champignon est composé de soytone, de
glucose et de quelques métaux (Fe, Cu, Zn, Mn, Co, Ni et Mo) à l'état de trace. Après
cinq jours d'incubation à 30°C il y avait suffisamment de champignon sur les pétris
pour commencer la culture liquide. La première étape de cette culture est de préparer
des inoculum en inoculant quatre flacons contenant le milieu nutritif (BM) en
solution, avec des morceaux de champignon découpés des cultures fraîches. Cette
étape, qui prend environ trois jours après l'inoculation, permet au champignon de se
multiplier rendant la culture à grande échelle (étape suivante) plus facile en

diminuant les risques de contamination.

(J
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Les inoculum liquides sont ensuite transférés dans une tourie contenant 16
litres d'une solution de culture dont la composition favorise la production de laccase
par Tv. Ce milieu développé par Fâhraeus et Reinhammar [70] contient du glucose et
certains métaux comme BM mais aussi quelques acides aminés qui stimulent la
croissance du champignon. Lorsque le champignon s'est suffisamment multiplié
(trois jours après l'inoculation), 0.2 mM de 2,5-diméthylaniline est ajouté dans la
tourie pour induire la production de laccase. Cette molécule étant toxique pour le
champignon, il réagit en produisant plus de laccase comme moyen de défense afin de
dégrader le poison. Au bout de cinq jours, l'activité de la laccase atteint un plateau à
2.2 U/mL (voir la définition de l'unité U dans la section suivante) ce qui signale la fin

de la production de l'enzyme.

La biomasse (champignon et autres solides) est filtrée sur un coton à fromage
et le liquide recueilli est concentré par ultrafiltration sur une membrane Pellicon. Ce
système permet de concentrer un grand volume de solution d'enzyme en éliminant
les composés de faible masse molaire qui passent à travers la membrane. La solution
de laccase est ensuite concentrée à nouveau en utilisant un système Amicon équipé
d'une membrane YM10 qui retient les molécules ayant une masse molaire supérieure
à 10 000 g/mole. Après cette étape l'activité de la solution concentrée de laccase était
de 36 U/mL.

0

Par la suite, la laccase a été purifiée en passant la solution sur une colonne
échangeuse d'anions DEAE-Bio-Gel de la compagnie Bio-Rad Laboratories.
L'élution, réalisée par un gradient linéaire de concentration d'une solution tampon de
phosphate à pH 7.0 de 20 à 200 mM, permet de séparer les deux isozymes laccase l
et laccase II. La laccase n (la seconde a être éluée en utilisant ces conditions) est

collectée à la sortie de la colonne, concentrée à nouveau sur Amicon YM10, diluée

avec de l'eau distillée et concentrée à nouveau pour retirer le phosphate de la solution
d'enzyme. Cette solution finale (activité d'environ l 100 U/mL) est divisée en 16
fractions de l mL qui sont congelées dans un bain éthanol-glace sèche puis
entreposées au congélateur à -80 °C.
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2.3. Caractérisation de la laccase

La caractérisation dont il sera ici question concerne seulement la

concentration de l'enzyme et son activité, la structure, les caractéristiques et les
sequences d'acides aminés des laccases de Trametes versicolor ayant déjà fait l'objet

d'études approfondies (voir [49] et les références qui y sont citées).

2.3.1. Concentration

La concentration de laccase est mesurée par l'absorption à 620 nm par l'atome
de cuivre du type Tl (Figure 8). La concentration molaire de la solution d'enzyme est
calculée selon la loi de Beer-Lambert (£520 = 4 900 M -cm [35]). Puisque la mesure
n'est basée que sur l'absorbance du CUTI, la concentration ainsi mesurée n'est pas
nécessairement représentative du nombre de molécules de laccase qui sont actives. Il
est possible, à titre d'exemple, qu'une molécule de laccase soit inactive mais que
l'atome de cuivre Tl de son site actif présente toujours sa bande d'absorption à 620
nm, contribuant faussement à la concentration de la solution. Une mesure plus
representative serait celle de la concentration active de la solution, c'est-à-dire la

concentration de laccase contribuant à l'oxydation d'un substrat.

2.3.2. Activité

u

L'activité de la laccase est déterminée par l'oxydation du médiateur ABTS.Le
spectre UV-Visible de la forme oxydée de l'ABTS, le cation radical (ABTS+')1,
possède un maximum d'absorption à 420 nm ce qui permet une mesure

La notion de cation radical pour l'ABTS ne représente pas nécessairement sa vraie structure en
solution, bien qu'elle soit très répandue dans la littérature. En effet, dans une solution de pH supérieur
à 3, l'ABTS sera déprotoné tel qu'il est démontré au Tableau III et sa notation correcte serait ABTS
[71]. La forme oxydée radicalaire véritable dans une telle solution est donc ABTS ou anion radical.
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spectrophotométrique de la concentration d'ABTS oxydé [71]. Les solutions utilisées
pour la mesure de l'activité sont composées de 0.5 mM d'ABTS (Boehringer

Mannheim GmbH, Allemagne) en tampon acétate 0.1 M de pH 4.5 dans une cuvette

en polystyrène de trajet optique l cm (Bio-Rad Laboratories). La solution d'enzyme à

mesurer est diluée au besoin pour obtenir une lecture d'absorbance dans un temps

convenable et un volume de 10 |^L de cette solution est ajouté à la cuvette.

L'augmentation de l'absorbance à 420 nm (£420 = 3.6 x 104 M'l-cm'1) [49] de la
solution est mesurée par un spectrophotomètre UV-Visible Cary 100 de la

compagnie Varian puis est portée en graphique en fonction du temps (logiciel Cary

Win UV version 01.00(6)). La pente de ce graphique donne le taux d'oxy dation de

l'ABTS en ABTS et l'activité de la laccase est définie en unités par millilitre

(U/mL) où l unité (U) équivaut à l micromole d'ABTS oxydé par minute.

Les solutions décongelées de laccase sont entreposées au réfrigérateur (4°C).

Dans ces conditions, l'enzyme demeure stable pour près de deux mois tel que

démontré à la Figure lia, ce qui a également été observé antérieurement [47]. Le

graphique de la Figure lib démontre bien que l'absorbance ne varie pas dans le

même sens que l'activité, illustrant le fait qu'il ne s'agit pas d'une mesure de la

concentration active.

2.4. Preparation des solutions tampons

0

Les différentes solutions tampons ont été préparées en mélangeant une

solution d'un acide (ou base) faible avec une solution de concentration identique de

sa base (ou de son acide) conjugué(e) jusqu'à obtention du pH désiré. Le couple

acide/base a été choisi en fonction du pH désiré de la solution tampon de façon à ne

pas dépasser les limites de la zone tampon qui sont à +1 et à -l unités de pH du pKa

de l'acide faible (théorie d'Henderson-Hasselbach [11]). Les solutions ont été

préparées régulièrement et toujours utilisées dans les sept jours suivant leur

preparation.
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Figure 11. Suivi de l'activité sur deux mois (a) et comparaison de l'activité avec la
concentration (b) d'une solution de laccase II de T.versicolor en fonction du temps
d'entreposage. Les barres d'erreur représentent l'écart type de 3 mesures.

2.5. Composés modèles de la lignine

Les composés modèles sont des molécules dont la structure s'apparente à

certains groupements fonctionnels de la lignine. Ces composés sont soit sous forme

de dimère ou de monomère selon que leur structure possède un ou deux phényles
(unité monomérique de la lignine) dans leur structure. Les dimères les plus utilisés
lors de ce projet de recherche sont le dimère l (DI), le dimère IV (DIV) et le dimèrc
VIII (DVIII). Le dimère l [l-(3,4-diméthoxyphényl)-2-(2-méthoxyphénoxy)-
propane-1,3-diol] et le dimèrc IV [l-(3,4-diméthoxyphényl)-2-phényléthanediol] ont
été préparés par N.G. Lewis (Institute of Biological Chemistry, Washington State
University). Le dimère VIII, [l-(3,4-diméthoxyphényl)-2-(2-méthoxyphénoxy)-3-
hydroxy-1-propanone] a été fourni par T. Fukuzumi (Tokyo University of
Agriculture). Le monomère alcool vératrylique (VA) a été obtenu chez Aldrich. Les
structures des composés modèles sont présentées à la Figure 25 au chapitre 3.2.

(J
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2.6. Analyse chromatographique des composés modèles

Les solutions des composés modèles de la lignine ainsi que celles de leurs
produits d'oxydation ont été analysées en utilisant un système de chromatographie
liquide à haute perfonnance de Waters modèle 600E. Les échantillons ont d'abord été
acidifiés à pH 2.5 avec de l'acide chlorhydrique puis filtrés à l'aide d'une seringue et
d'un filtre 0.45 p,m pour retirer d'éventuelles impuretés et protéger la colonne, avant
d'etre placés dans un échantillonneur automatique (Waters 717). La séparation des

produits s'est effectuée sur une colonne de phase stationnaire Ci g modèle p,-
Bondapak 3.9 x 300 mm également de chez Waters. La phase mobile est composée
de méthanol (de grade spectrophotométrique) et d'une solution d'acide o-
phosphorique à 0.1 % dans l'eau distillée. La solution aqueuse est également passée à
travers un filtre Millipore de 0.45 ^im avant d'etre mise sous pression réduite pour en

retirer l'air dissous. L'élution est effectuée par une programmation de gradient en
mode linéaire qui varie de 95:5 à 40:60 (% solution aqueuse de H3PÛ4 : % méthanol)
en 15 minutes. La détection des produits est réalisée par un détecteur à réseau de
photodiodes (Waters 996) qui permet d'enregistrer un spectre (220 à 500 nm, la
fenêtre des longueurs d'onde où s'effectue le maximum d'absorption par les
composés étudiés) de la solution passant au détecteur. Le chromatogramme utilisé
pour la détermination de l'airc et du temps de rétention des pics est celui obtenu à
280 nm, car l'absorbance des composés modèles, qui comportent tous au moins une
unité structurale aromatique, est très forte à cette longueur d'onde.

Le système chromatographique est interface à un ordinateur, ce qui a permis
de contrôler l'instrument, d'effectuer l'acquisition des données et d'analyser les
chromatogrammes à l'aide du logiciel Millenium32 de Waters, version 3.00.

u
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2.7. Traitement de la pâte

2.7.1. Echantillons de pâte

Différents types de pâte provenant sans exception d'une cuisson kraft ont été
utilises au cours de ce projet. Toutes les pâtes soumises aux traitements
enzymatiques ont un indice de Kappa initial se situant en 15 et 20, indices que l'on
retrouve normalement chez une pâte kraft de feuillus ou de résineux délignifié à
l'oxygène, au début des séquences de blanchiment. Les notations suivantes seront
utilisées pour indiquer la nature des échantillons: SWKP (pâte kraft de conifère) et
HWKP (pâte kraft de bois feuillu). Un indice Û2 ajouté à la notation (ex. SWKP-
Oz) signifie que la pâte a subi un traitement de délignification à l'oxygène avant le
blanchiment, comme c'est le cas dans plusieurs usines.

2.7.2. Procédure

u

Les traitements enzymatiques de délignification de la pâte ont été réalisés en
utilisant 10 U de laccase par gramme de pâte anhydre et une quantité variable de
médiateur se situant entre 0.1 et l % (masse de médiateur / masse de pâte anhydre).
Le médiateur et la laccase sont d'abord solubilisés dans une solution tampon puis
cette solution est incorporée à la pâte à l'aide d'un mélangeur Hobart. Le volume de
la solution tampon est ajusté de façon à ce que la pâte ait une consistance finale de
10 % ce qui représente les conditions utilisées en usine. La consistance de la pâte est
le pourcentage de la pâte anhydre dans l'échantillon. Par exemple un échantillon de
pâte ayant une consistance de 30 % contient 3 grammes de pâte pour chaque 10
grammes d'échantillon. Pour effectuer le traitement à 10 % de consistance, il faudra
prendre 30 grammes de cet échantillon et y ajouter 70 mL de solution afin d'obtenir
un échantillon ayant une masse finale de 100 grammes contenant 10 grammes de
pâte.
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Le mélange réactionnel est ensuite placé dans une cellule étanche dans

laquelle est appliquée une pression de 140 kPa d'oxygène afin de favoriser la réaction
d'oxydation de l'enzyme. La cellule est elle-même placée dans un bain
thennostatique réglé à 60°C pour une durée de deux heures, encore une fois afin de
représenter les conditions utilisées lors du blanchiment en usine.

La pâte est ensuite lavée avec l litre d'eau déionisée à 75 °C, filtrée sur un

Buchner (filtre Whatman #4, 150 mm) puis lavée à nouveau avec l litre d'eau à la
température ambiante.

2.7.3. Extraction

L'extraction est un traitement alcalin à haute température pour solubiliser et
retirer les fragments de la lignine dépolymérisée lors du traitement de la pâte.
L'échantillon, qui contient toujours 10 grammes de pâte anhydre, est pesé pour en
connaître la consistance. La solution d'extraction peut contenir soit seulement du
NaOH (2 % sur masse de pâte anhydre) s'il s'agit d'une extraction alcaline normale
(symbolisée par E, voir section 1.2.4.6.) ou bien du NaOH avec 0.5 % de peroxyde
d'hydrogène si c'est une extraction alcaline renforcée au peroxyde (symbolisée par
Ep). La pâte est mélangée à la quantité de solution nécessaire pour obtenir une
consistance de 10 % et est placée dans une cellule non-pressurisée à 75 °C pour 90
minutes. Le lavage de la pâte est réalisé tel qu'expliqué plus haut.

2.7.4. Les fermettes

u

L'échantillon de pâte doit être formé de façon standard avant de pouvoir

effectuer les analyses de l'indice de Kappa, de viscosité et de blancheur (voir section
1.2.3). Pour ce faire, la pâte est mise en suspension dans l'eau puis réduite en fibres
par un désintégrateur. L'eau est ensuite drainée, formant une feuille de pâte d'une
épaisseur uniforme nommée formette.
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Les échantillons de pâte ont tous été traités en suivant ces étapes afin de
s'assurer de la reproductibilité des mesures et de pouvoir évaluer de façon précise la
performance des divers traitements qui sont présentés dans le chapitre suivant.

2.8. Voltampérométrie à onde cyclique (VOC)

u

La voltampérométrie à onde cyclique est, comme la polarographie, une
technique basée sur l'étude des transferts d'électrons entre une espèce électroactive
en solution, c'est-à-dire qui peut s'oxyder et/ou se réduire, et une électrode. Cet
échange hétérogène d'électron(s) peut être utilisé pour caractériser la solution
d'analyte au niveau de sa concentration, mais la VOC est particulièrement puissante
pour l'étude des paramètres thermodynamiques et cinétiques des échanges
d'électrons. Ceci a permis à cette méthode de connaître un essor important depuis le
milieu des années 60, essor accentué par le développement de plusieurs techniques
visant l'étude de la cinétique d'échange d'électrons autant homogène (en solution)
qu'hétérogène (à la surface de l'électrode) [72-75]. La stabilité, la réversibilité et le
potentiel normal apparent d'analytes (électroactifs) peuvent être mesurés, évalués ou
calculés facilement à partir des voltampérogrammes obtenus lors de ces expériences.
Au delà de ces possibilités, la VOC, contrairement à la polarographie, permet
également d'étudier facilement des échanges homogènes, c'est-à-dire des réactions
ayant lieu dans la solution entre deux ou plusieurs espèces, qui ne sont pas
nécessairement toutes électroactives. Ces réactions sont dites couplées, étant donné
qu'il s'agit d'une réaction chimique en solution couplée à une réaction
électrochimique à l'électrode. C'est le cas pour la laccase qui, ayant son site actif
isolé par son squelette protéinique, ne peut que difficilement échanger des électrons
avec une électrode [76]. Le médiateur peut, dans ce cas, effectuer le transfert
d'électrons entre l'enzyme et l'électrode et les voltampérogrammes peuvent être
analyses pour obtenir des informations sur les propriétés oxydantes de l'enzyme. La
VOC est donc une méthode de choix pour l'étude des réactions d'oxydoréduction du
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système laccase-médiateur-lignine puisque des transferts d'électrons y sont

impliqués.

2.8.1. Principes de base et appareillage

La voltampérométrie à onde cyclique est une méthode électrochimique
utilisant un balayage de potentiel afin de créer un courant par l'oxydation ou la
réduction d'une espèce électroactive à la surface de l'électrode à laquelle le potentiel
est appliqué. Le principe consiste à faire varier le niveau d'énergie de l'électrode de
travail de façon graduelle d'un potentiel initial à un potentiel final. La VOC requiert,
la plupart du temps, un montage à trois électrodes tel que celui présenté à la Figure
12. Les électrodes, plongées dans une cellule de 5 mL, sont reliées à un potentiostat
dont le rôle est d'appliquer la rampe de potentiel (le signal transmis par l'instrument)
entre l'électrode de travail (T) de carbone vitreux et l'électrode de référence (R),
Ag/AgCl. Le potentiostat mesure également le courant (entre T et l'auxiliaire, A, un
fil de platine) produit par l'oxydation ou la réduction des espèces en solution. Ce
courant, qui est le signal capté par l'instrument, est porté en graphique en fonction du
potentiel appliqué. Ce graphique, présenté à droite sur la Figure 12, est le

voltampérogramme.

La vitesse de balayage du potentiel, symbolisée par v, en V*s-l, est
représentée par la pente du graphique de gauche de la Figure 12. La vitesse de
balayage a une grande incidence sur l'intensité des courants du voltampérogramme et
parfois même sur la forme de la courbe. Le sens du balayage est inversé au potentiel
de retour (Ereiour) ce qui permet d'évaluer la réversibilité du système, c'est-à-dire si les
molécules oxydées peuvent être réduites par la suite.

(J
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u

Au début du voltampérogramme (section I, Figure 12), le potentiel est trop
faible, trop peu positif pour que les électrons de l'espèce électroactive soient capables
de se transférer à l'électrode (dans le cas d'une oxydation) et le courant mesuré n'est
ainsi dû qu'au signal de fond. Un courant commence à circuler entre l'électrode de
travail et l'auxiliairc (section II) lorsque le potentiel est suffisamment élevé pour qu'il
y ait oxydation. Ce transfert d'électron(s) de l'espèce vers l'électrode est alors mesuré
en ampères par le potentiostat. Plus le potentiel augmente, plus le courant
d'oxydation augmente puisqu'il y a de plus en plus de molécules d'analyte qui
peuvent transférer leur(s) électron(s) à l'électrode. Contrairement à l'électrolyse de
masse décrite à la section 3.2.1.2. où le but est d'oxyder quantitativement tout le
médiateur se trouvant dans la cellule, les phénomènes d'oxydation et de réduction en
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voltampérométrie à onde cyclique ne prennent place que tout près de la surface de
l'électrode de travail, impliquant une faible quantité d'analyte. Ainsi, après un certain
temps, il n'y aura pratiquement que des espèces oxydées à cette surface, le restant de
la solution contenant toujours l'espèce réduite. Une telle répartition de deux espèces
(réduite et oxydée) est fortement défavorisée et puisqu'un système stable doit être le
plus désordonné possible, ce système aura tendance à repartir uniformément les
différentes espèces le composant. Pour diminuer l'énergie entropique accumulée par
ce gradient de concentrations, il y aura donc diffusion des molécules réduites de la
solution vers la surface de l'électrode. Le potentiel appliqué à celle-ci étant
suffisamment élevé, ces molécules seront aussitôt oxydées, dès leur arrivée près de
l'électrode, créant un courant d'oxydation qui dépend de la vitesse à laquelle les
molécules diffusent. La hauteur du pic d'oxydation (section III) est donc fonction de
la diffusion de l'espèce, d'où le nom de courant de diffusion (courant contrôlé par la
diffusion). L'intensité de ce courant dépend également d'autres paramètres qui sont
décrits par l'équation de Randles-Sevcik dont la formule suivante est applicable aux
systèmes réversibles à 25°C lorsque le courant id est mesuré à sa valeur maximale

[78].

.5^3/2, ,1/2,id=(2.69*103)n'/ZAsDl/ZCv,1/2 (2)

u

Cette équation démontre que le courant de diffusion (en ampères) est une
fonction du nombre d'électrons échangés lors de l'oxydation ou de la réduction (n),
de l'aire de la surface de l'électrode de travail (As, cm ), du coefficient de diffusion
(D, en cm2s-l), de la concentration C de l'analyte en mol»cm et de v, la vitesse de
balayage (Vs-l). Pour que l'équation 2 soit valable, le courant doit impérativement
être uniquement contrôlé par la diffusion. Afin d'éviter que d'autres modes de
transfert de masse comme la migration (transfert par attractions électrostatiques) et la
convection (transfert par agitation) influencent le courant, un electrolyte de support
est ajouté et la solution demeure au repos durant l'enregistrement des
voltampérogrammes.
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Finalement, lorsque le potentiel atteint sa valeur de retour, le sens du
balayage est inversé pour retourner au potentiel initial. Si rechange d'électrons avec
l'analyte est réversible, une courbe similaire à celle de l'oxydation (premier segment)
mais résultant de la réduction de l'espèce sera enregistrée (second segment). Pour un
système parfaitement réversible, les hauteurs des deux pics seront équivalentes
puisqu'il y aura autant de molécules qui seront réduites après avoir été oxydées. Le
courant de diffusion résultant de l'oxydation est le courant anodique (id,a) et
correspond au pic se trouvant aux valeurs les plus positives sur l'échelle de potentiel.
Le courant cathodique (id,c) résulte de la réduction et le pic cathodique est toujours
celui au potentiel le plus négatif (comparé avec l'anodique) sur les
voltampérogrammes. L'assignation d'une polarité aux courants cathodique et
anodique et purement arbitraire et la convention utilisée pour ce texte est d'associer
un signe négatif avec le courant anodique (oxydation) et positif avec le courant
cathodique (réduction).

Les potentiels auxquels se retrouvent le pic d'oxydation CEp,a) et de réduction
(Ep,c) sont, respectivement, plus élevé et plus bas que le potentiel nonnal apparent du
couple rédox, ce qui est relié au phénomène de diffusion décrit plus haut. Le E° du
couple redox est situé exactement entre les potentiels des deux pics (équation 3) qui,

eux, sont séparés par AEp = 0.058/n volts, dans le cas d'une espèce
électrochimiquement réversible où n électrons sont échangés [78].

7Û'E"= Ep,c+Ep,a
T

(3)

u
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3. Résultats et discussion

Ce chapitre décrit les expériences réalisées au cours de ce projet et propose

des conclusions à partir des résultats obtenus. Afin de bien mettre en évidence

chaque grande ligne directrice ayant gouverné ce projet et de regrouper les

experiences similaires, ce chapitre est divisé en quatre sections.

3.1. Propriétés et efficacité des nouveaux médiateurs

Certains composés inorganiques sont utilisés depuis longtemps pour l'étude
des réactions enzymatiques. Les complexes de coordination sont généralement des
bon échangeurs d'électrons et sont stables à plusieurs états d'oxydation. Ces
propriétés en font des substrats particulièrement intéressants pour les oxidases
comme la laccase. Ces composés pourraient ainsi s'avérer de bons médiateur pour le

système de blanchiment enzymatique.

0

La première étape de ce projet a été de parcourir la littérature et quelques

banques de données afin de trouver des complexes de coordination ayant les

caractéristiques nécessaires pour faire un bon médiateur. Puisque les premiers

critères de sélection des complexes étaient basés sur le potentiel nonnal apparent et

la réversibilité d'échange d'électrons, la principale banque de données à avoir été

utilisée est un recueil de propriétés électrochimiques de composés inorganiques [79].

Bien que ces volumes ne couvrent qu'une petite partie des complexes métal-ligand

connus, ils ont néanmoins permis d'évaluer les caractéristiques électrochimiques des

métaux de transition, ce qui est un bon point de départ pour développer de nouveaux

médiateurs. Ainsi, les trois éléments de la famille 8 du tableau périodique, le fer, le

ruthénium et l'osmium sont ceux dont les complexes, notamment avec les ligands

bipyridines et cyanures, ont les propriétés les plus intéressantes, principalement au
niveau du potentiel d'oxydoréduction. La plupart des autres métaux forment des
composés ayant des potentiels trop bas pour être capable d'oxyder la lignine. Ils ne
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sont toutefois pas à éliminer pour autant car il faut tenir compte du fait qu'il n'y a pas
que la nature de l'atome central du complexe qui détermine son potentiel; les ligands
ont également une grande inïïuence à ce niveau.

De façon générale, plus un ligand est un bon donneur d'électron (ou une base
forte de Lewis), plus le potentiel du complexe sera élevé [80]. Ainsi, les ligands les
plus fréquemment rencontrés dans la structure des complexes utilisés pour cette
étude sont les bipyri dines, les 1,10-phénantrolines et le cyanure (une liste des
médiateurs est présentée au Tableau IV). Ce phénomène, qui sera expliqué en détail
dans la prochaine section, est un avantage marqué de l'utilisation de complexes de
coordination par rapport aux médiateurs organiques présentés au Tableau III. Bien
qu'il soit difficile de modifier la structure des molécules organiques afin d'obtenir le
potentiel désiré, il suffit de varier les substituants ou la nature d'un ou de plusieurs
ligands sur un complexe de coordination pour en modifier le potentiel. Puisqu'un des
paramètres majeurs régissant l'oxydation enzymatique d'un médiateur et de la pâte
est le potentiel rédox, cette caractéristique justifie à elle seule la recherche sur cette
nouvelle classe de médiateurs.

0

Finalement, un nouveau médiateur a été découvert en cherchant la littérature

pour y trouver des utilisations de complexes métalliques avec la laccase. Ce
médiateur, l'octacyanomolybdate(IV) de potassium (K4Mo(CN)g) a été utilisé par
Fee et Malmstrôm en 1968 pour déterminer le potentiel rédox du cuivre de type T l
des laccases [81]. Bien que l'étude de cet article a permis d'établir que le médiateur
est un bon substrat de l'enzyme, il ne contient aucune donnée permettant d'évaluer
ses performances en tant qu'agent oxydant de la lignine. Les résultats des traitements
de pâte, qui seront présentés à la section suivante, ont très rapidement démontré que
ce médiateur est particulièrement efficace pour oxyder la lignine. Ses performances
sont similaires à celles de certains médiateurs organiques connus mais les avantages
qui découlent de l'utilisation du K4Mo(CN)s sont marqués, notamment en terme de
possibilité de recyclage du médiateur. L'application potentielle de ce complexe
comme médiateur a même permis de déposer un brevet pour l'utilisation des
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n composés de coordination pour l'oxydation enzymatique non seulement de la pâte
mais également de certains colorants textiles [82].

Avant de discuter des résultats obtenus en utilisant cette nouvelle classe de

médiateurs pour délignifier la pâte kraft, il convient de décrire plus en profondeur les
caractéristiques et la chimie de cette famille de composés.

0

Tableau IV. Liste des complexes de transition utilisés comme médiateurs. Tous les
complexes sont présentés sous leur forme réduite (M"+) et le potentiel donné dans la
troisième colonne correspond au processus rédox Mn+ ï=^: M(n+l)+.
Nom
Abbreviation

Formule Potentiel
normal apparent
(V vs Ag/AgCl)

Octacyanomolybdate(IV)
potassium
MoCN

de
K4Mo(CN)g • 2HzO

Octacyanotungstate(IV)
potassium
WCN

de
K4W(CN)g • 2H2Û

Ferrocyanure
FeCN K4Fe(CN)6

rru-(l,10-phénanthroline) de
fer(11)
FePHEN

[Fe(II)(l,10-phénantroline)3](C104)2

îm-(2,2'-bipyridine) de fer(11)
FeBPY [Fe(II)(2,2'-bipyridine)3] (C104)2

rru-(4,4'-diméthyl-2,2'-
bipyridine) de fer(11)
FeDMBPY

[Fe(II)(4,4'-diméthyl-2,2'-
bipyridine)3](C104)2

hexacyanoruthénate(II)
potassium
RuCN

de
K4Ru(CN)e

bis-(2,2'-bipyndiné)-
dichloroosmate(II)
OsBPY

[Os(II)(2,2'-bipyridine)2Cl2]

Ferrocyphen
FeCPHN [Fe(II)(CN)2( l, 10-phénanthroline)2]

0.55

0.29

0.20

0.90

0.86

0.69

0.68

-0.02

0.59



n

47

3.1.1. Les complexes de coordination

Cette désignation représente une très vaste catégorie de composés chimiques
formés d'un atome métallique, généralement un cation (comme Mo4+, Fe2+ et Ru2+)
entouré de molécules organiques, les ligands (comme CN~ et 2,2'-bipyridine)

3.1.1.1. Ligands et structure

En formant les complexes de coordination, les ligands vont donner une ou
plusieurs paires d'électrons afin de créer le ou les liens les unissant au métal. Les
ligands sont des bases de Lewis généralement neutres ou anioniques que l'on peut
regrouper selon le nombre de paires d'électrons disponibles pour former des liens.
Tel que démontré à la Figure 13, les ligands des médiateurs utilisés dans cette étude
sont soit monodentates (un lien formé par ligand) ou bidentates (deux liens formés
par ligand). Le cyanure représente la première classe alors que la bipyridine et l'o-
phénantroline se trouvent dans la seconde.

Le nombre de ligands et de liens qu'un métal peut recevoir et former dépend
de sa configuration électronique. De façon générale, les orbitales moléculaires (voir
les détails plus loin) d'un tel complexe doivent contenir 18 électrons pour une plus
grande stabilité. Le nombre d'électrons provenant de l'orbitale d du métal est
determine par son état d'oxydation et la quantité d'électrons nécessaire à l'obtention
du nombre 18 dépend des ligands. Ainsi, un complexe de molybdate(IV) (2 électrons
dans l'orbitale d) et de cyanure (2 électrons par molécule) aura huit ligands cyanure
autour du métal. Le nombre de liens créés autour de l'atome central, qui est
représenté par le nombre de coordination, détermine la structure géométrique du
complexe. Avec ses huit liaisons, l'octacyanomolybdate(IV) forme un dodécaèdre
alors que le complexe tris-2,2'-bipyridine fer(11) forme plutôt un octaèdre puisque
chacun de ses trois ligands contribue pour deux liaisons (total de six liens). Les

0
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médiateurs qui seront présentés tout au long de cette thèse possèdent l'une ou l'autre
de ces deux geometries.

CH3 CH3

^ ^
\ ^

N N

2,2'-bipyridine

// ^
\ /

NN
••

4,4' -diméthyl-2,2' -bipyridine

// \
\ /

N N

l, 10-phénanthroline

Figure 13. Structure des ligands utilisés pour former les complexes de coordination
servant de médiateurs. Les paires d'électrons montrées sur les structures représentent
le ou les point(s) d'attache du ligand au métal.

3.1.1.2. Potentiel d'oxydoréduction

0

La formation de complexes de coordination implique la combinaison
d'orbitale d du métal et d'orbitale a du ligand pour former de nouvelles orbitales, les
orbitales moléculaire (OM). Les détails de la formation de ces OM sont décrits entre
autre par la théorie du champ des ligands dont l'explication dépasse le cadre de ce
texte [83]. Il est toutefois important de savoir que les niveaux d'énergie des orbitales
moléculaire vont dépendre du champ créé par les ligands autour du métal. L'étude
des OM des complexes de coordination est donc intéressante pour ce point car ce
sont les niveaux d'énergie de ces orbitales qui déterminent le potentiel
d'oxydoréduction du complexe. Le niveau d'énergie des orbitales moléculaires est
donc influencé par le niveau d'énergie de l'orbitale d du métal et par la basicité de
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Lewis du ligand, c'est-à-dire sa capacité à donner des électrons. Plus le ligand
possède un fort caractère d'électrodonnation, plus le potentiel rédox sera élevé.

Le potentiel rédox d'un complexe peut donc être ajusté en utilisant certains

ligands plus ou moins électrodonneurs. Les travaux de Lever concernant l'effet des
ligands sur le potentiel des complexes de coordination ont même permis d'effectuer
une factorisation de cet effet [84]. Selon cette factorisation, les ligands ont un
paramètre électrochimique, EL(L), qui leur est attribué et qui est fonction de leur
caractère de base de Lewis. Le potentiel d'un complexe peut être calculé selon
l'équation 4:

Ei/2[Mn+l / Mn+] = ^M x SEL(L) + JM (4)

où les paramètres SM et lu, dont les valeurs sont disponibles dans la littérature, sont
reliés aux états de spin du couple rédox Mn+l / Mn+ [80, 85]. La factorisation du
potentiel rédox peut s'avérer très utile lorsque l'on désire obtenir un composé dont le
potentiel doit se situer dans une plage étroite et bien définie, comme c'est le cas pour
un médiateur efficace de la laccase pour délignifier la pâte (voir section 1.3.4. en
introduction).

Il faut toutefois réaliser que l'oxydation et la réduction des complexes de
coordination ne dépendent pas que des paramètres thermodynamiques du système et
que la cinétique d'échange d'électrons doit également être abordée pour avoir un
portrait plus complet des mécanismes gouvernant la délignification enzymatique de
la pâte.

3.1.1.3. Transfert d'électrons

u

Lors d'une réaction d'oxydoréduction, un ou plusieurs électrons sont
transférés d'une espèce à une autre par le biais de leurs orbitales moléculaires. Tel
que démontré à la Figure 14, le transfert s'effectue à partir de l'HOMO de l'espèce
réductrice (celle qui sera oxydée) vers l'orbitale LUMO de l'espèce oxydante (celle
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n qui sera réduite). La plupart des transferts d'électrons des composés de coordination
se font au niveau de l'atome de métal situé au centre du complexe car c'est sur le
métal et non sur les ligands que se retrouvent les HOMO et LUMO du complexe
[80]. Le couple rédox des médiateurs est représenté d'une façon générale par
1'equation suivante :

(J

Mn+L, M'(n+1)l+L,+le- (5)

où M et L représentent respectivement le métal et les ligands (au nombre de x) du
complexe. L'oxydation d'un complexe implique la plus haute orbitale moléculaire en
énergie à être occupée, l'HOMO (Highest Occupied Molecular Orbital), de laquelle
un électron est retiré alors que la réduction consiste à ajouter un électron sur
l'orbitale inoccupée LUMO (Lowest Unoccupied Molecular Orbital) [80].

l
I M

•^

t
à

HOMO -P- \ e~

^ 4-
A- e- <^ A+

Oxydation

LUMO

B+ e- ^ B-
Réduction

Figure 14. Schéma représentant le transfert d'un électron de l'orbitale HOMO
(oxydation) de l'espèce réductrice vers l'orbitale LUMO (réduction) de l'espèce
oxydante [86]. Il est à noter que la valeur du potentiel rédox varie dans le sens
opposé à l'échelle d'énergie.
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La Figure 15 vient expliquer pourquoi la réaction d'oxydoréduction de deux
composés est favorisée lorsque la différence de potentiel est élevée entre les deux
espèces, tel qu'il l'a été suggéré en introduction. Supposons les réactions suivantes:

A + le' —> A EA+/A

B + le' —>B~ EB/B-

(6)
(7)

A+B •A++B- E=EB/B--EA+/A (8)

L'équation (8) est la somme des réactions de l'oxydation de A en A+ et de la
réduction de B en B'. Le potentiel rédox pour la réaction globale (E) est la différence
entre les deux potentiels (6) et (7). Plus cette différence est élevée et positive, plus
l'énergie libre de Gibbs sera négative (voir l'equation sur la Figure 15) ce qui
favorise la réaction d'oxydoréduction.

Le diagramme d'énergie de la Figure 15 contient également une
représentation de l'état de transition d'une réaction et de son impact sur cette
reaction. Plus la reaction nécessite de l'énergie (AG*) pour former le complexe
activé, plus elle sera défavorisée cinétiquement.

0

Il y a deux modes de transfert d'électrons entre des complexes de
coordination, "outer-sphere" (OS) et "inner-sphere" (IS). Le premier de ces
mécanismes est le plus commun et celui qui requiert le moins d'énergie pour
atteindre l'état de transition. Lors du transfert OS, les sphères de coordination des
deux complexes s'approchent jusqu'à ce que l'électron puisse "sauter" directement
de l'HOMO du réducteur vers la LIIMO de l'oxydant. Ce transfert est donc
relativement rapide puisqu'il ne nécessite aucun rearrangement des orbitales
moléculaires. L'échange d'électrons impliquant la modification de la structure des
complexes est le mécanisme IS, lors duquel un ligand va former un pont entre les
deux atomes afin que l'électron puisse être transféré. La formation d'un tel état de
transition nécessite beaucoup d'énergie ce qui fait que la réaction est plus lente [87].
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Figure 15. Diagramme d'énergie d'une réaction d'oxydoréduction.

3.1.2. Délignification enzymatique de la pâte

u

Pour que la délignification enzymatique soit vraiment efficace, le médiateur
doit agir comme un catalyseur et pouvoir transférer de façon réversible les électrons
de la lignine vers l'enzyme [88]. Le médiateur doit donc se retrouver dans son état
initial après avoir complété un cycle complet, tel que présenté à la Figure 10. La
délignification de la pâte en utilisant la laccase et différents médiateurs a été utilisée
comme première évaluation de l'efficacité des médiateurs. L'octacyanomolybdate
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s'étant révélé comme très efficace, ce complexe a fait l'objet d'une évaluation plus
poussée dont les détails seront présentés plus loin. Les résultats présentés dans cette
section sont sous forme de pourcentage de délignification, qui est calculé à partir des
indices de Kappa avant et après le traitement de la pâte, selon l'équation suivante:

% délignification = Kiniiiai - Kapres traitement X 100 (9)

K,initial

Différents types de pâtes ont été utilisés lors des expériences de
délignification afin de détenniner si le système laccase-médiateur pouvait être
appliqué à tous les types de bois. Les détails de la provenance des échantillons sont
donnés dans les titres des figures correspondantes.

3.1.2.1. Évaluation des nouveaux médiateurs

Les résultats des premiers traitements enzymatiques de la pâte en utilisant un

complexe de coordination comme médiateur sont présentés à la Figure 16. Presque
tous les complexes utilisés sont basés sur un atome de fer puisque la recherche
préliminaire de la littérature suggère que ces composés pourraient faire de bons
médiateurs. Le fer est un des éléments les plus intéressants pour une telle application
grâce à sa grande disponibilité, à son faible coût et au fait qu'il est peu toxique. C'est
par contre l'octacyanomolybdate qui s'est révélé comme étant le plus efficace pour
délignifier la pâte. Ses performances sont en effet équivalentes à celles de l'ABTS et
du HBT dans des conditions similaires.

0

L'étude des résultats du graphique de la Figure 16 démontre bien que les
complexes du fer ne sont pas aussi efficaces que l'ABTS et le HBT malgré le fait que
le potentiel normal apparent des complexes [Fe(bpy)s] (€104)2, [Fe(dmbpy)3] (€104)2

et [Fe(o-phen)3] (€104)2, respectivement 0.86, 0.69 et 0.90 V vs Ag/AgCl, soit
semblable au potentiel d'oxydation du HBT (0.84 V) qui, lui, donne une bonne
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0 délignification. Ceci suggère que le potentiel rédox du médiateur ne soit pas le seul
paramètre régissant l'oxydation de la lignine et que dans le cas des complexes du fer,
le faible taux d'échange des électrons soit avec l'enzyme, la pâte, ou dans les deux
cas, semble limiter l'oxydation de la lignine. La cinétique d'échange d'électrons entre
l'enzyme, le médiateur et la pâte sera étudiée dans une section ultérieure afin de
compléter l'étude des réactions impliquées dans la délignification.
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Figure 16. Délignification enzymatique de pâte de feuillus (Kappa initial de 12.6) en
utilisant différents médiateurs (1% sur masse de pâte anhydre) suivi d'une extraction
alcaline (E). Le contrôle représente un traitement de la pâte sans laccase ni
médiateur.

u

Des résultats semblables à ceux présentés à la Figure 16 ont également été
obtenus en utilisant de la pâte de conifère (Figure 17). Le K4Mo(CN)g est encore le
plus efficace pour la délignification. Lors de cette expérience, le K4W(CN)g, un
médiateur de nature et de propriétés semblables au K4Mo(CN)g a été utilisé. La
délignification en utilisant le tungstate est moins efficace qu'avec le molybdate,
probablement à cause du potentiel normal apparent plus faible du K4W(CN)g (0.29 V
contre 0.55 V pour K4Mo(CN)g). Selon ce qui a été expliqué en introduction, la
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n laccase oxyderait facilement le K4W(CN)s mais le potentiel du médiateur n'est pas

assez élevé pour lui pennettre d'oxyder la lignine efficacement. Cette hypothèse a été

vérifiée par la suite en effectuant la mesure des constantes de vitesse de transfert
d'électrons dont les résultats sont, une fois de plus, présentés plus loin.
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Figure 17. Délignification enzymatique de la pâte kraft de conifère (Kjnitiai = 15.6)
avec des complexes de coordination (0.25% sur pâte anhydre), extraction alcaline
renforcée au peroxyde (Ep). Le contrôle représente un traitement sans médiateur. Il
est à noter que l'augmentation du % de délignification du contrôle par rapport à celui
de la Figure 16 est due à l'extraction renforcée au peroxyde.

3.1.2.2. Le cas de l'octacyanomolybdate

0

Dès les premiers essais de délignification en utilisant des complexes de
coordination comme médiateurs, l'octacyanomolybdate s'est démarqué des autres. Ce

composé a donc fait l'objet de nombreuses expériences visant à démontrer son

efficacité et à en permettre l'application en industrie. Le médiateur a d'abord été

utilisé à faible dosage sur la pâte (< 1%) afin d'évaluer son activité catalytique et
d'établir la concentration minimale qui peut être utilisée pour minimiser les coûts

relatifs au médiateur. Ces résultats, présentés à la Figure 18, démontrent que le
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K4Mo(CN)8 demeure efficace même à faible dosage (0.1%) et que la perte de
viscosité de la pâte n'est pas très importante lorsque le médiateur est utilisé à moins
de 1%, prouvant que la méthode n'affecte pas la qualité des fibres.
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Figure 18. Effet de la quantité de K4Mo(CN)8 utilisée sur l'efficacité du système
laccase-médiateur (laccase lOU/g). Le contrôle représente un essai réalisé sans
laccase avec 1% de K4Mo(CN)s alors que la valeur 0% représente le même essai
avec laccase sans médiateur. Noter la faible perte de viscosité entre 0 et 0.5% de
K4Mo(CN)g démontrant la sélectivité du médiateur pour la lignine.

u

Toujours dans le but de promouvoir l'application du système laccase-
médiateur en industrie, l'octacyanomolybdate a été utilisé avec des laccases
disponibles sur le marché en grande quantité. L'oxydation de la pâte semble être plus
efficace avec d'autres médiateurs, comme le NHA et l'acide violurique, qu'avec le
K4Mo(CN)g (Figure 19). Ces deux médiateurs, brevetés par Wacker-Chemie [58]
offrent d'excellents résultats de délignification. Leur réaction avec la lignine est très
rapide et la majorité de la délignification est obtenue après 30 minutes alors qu'il en
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faut 120 à l'octacyanomolybdate pour en faire autant. Cette rapidité est due au fait
que ces médiateurs organiques forment des radicaux lorsqu'ils sont oxydés par la
laccase. Les radicaux sont des espèces instables qui sont donc très réactives. Cette

forte réactivité peut cependant s'avérer comme un point faible puisque dans certains
cas, les radicaux peuvent se décomposer ou dégrader l'enzyme. A l'opposé, les

complexes de coordination sont beaucoup moins réactifs, signifiant qu'ils nécessitent
plus de temps pour réagir avec la pâte mais aussi qu'ils sont plus stables. La grande
stabilité des composés de coordination a pennis d'envisager la possibilité de réutiliser
le médiateur, ce qui serait très bénéfique en ternie de diminution des coûts associés
au médiateur et de réduction des produits chimiques rejetés dans l'environnement.
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Figure 19. Délignification de la pâte kraft (SWKP-Û2 Kinitiai = 14.7) en utilisant
différents médiateurs brevetés (1% sur pâte) avec une laccase disponible
commercialement (Trametes villosa, Novo 51002, 5 U/g).

3.1.2.2.1. Recyclage

0
Afin de démontrer que l'octacyanomolybdate est stable sous ses deux formes,

oxydée et réduite, dans les conditions utilisées pour la délignification de la pâte,
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plusieurs cycles de traitement de la pâte ont été réalisés en utilisant la même solution
de médiateur. Le premier cycle est effectué avec une solution fraîche de K4Mo(CN)g,
à un dosage de 0.1 % sur pâte avec 10 U/g de laccase. Le traitement est effectué dans
les conditions habituelles et à la fin la pâte est pressée pour recueillir le liquide qui
est réutilisé sur un second échantillon de pâte pour un deuxième cycle et ainsi de
suite. A chaque nouveau cycle, de l'eau et de la laccase sont ajoutées à la solution
afin de compenser la perte de l'eau qui reste dans la pâte et la diminution de l'activité
d'enzyme suite au traitement. Sept cycles ont été réalisés de cette façon sans pouvoir
remarquer de diminution significative de la délignification (Figure 20).
L'octacyanomolybdate est donc extrêmement stable dans les conditions utilisées en
usine lors de la délignification, ce qui est un avantage majeur puisqu'un système de
recyclage du médiateur pourrait être envisagé en vue d'une éventuelle mise en
application.

3.1.2.2.2. Toxicité et récupération

Bien que le système de mise en pâte kraft permette la fermeture du circuit,

c'est-à-dire la réutilisation de l'eau et des produits chimiques nécessaire à la cuisson
du bois, les rejets du circuit de blanchiment doivent être éliminés à cause de la
presence du chlore qui est la cause de nombreux problèmes de corrosion. Les
effluents sont traités par des agents biologiques avant d'etre rejetés dans les cours
d'eau. La toxicité d'un médiateur voué à l'application en usine est donc critique et
doit être évaluée pour s'assurer que les rejets ne sont pas nocifs ni pour
l'environnement ni pour la faune microbienne responsable de la détoxication des
effluents.

u
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Figure 20. Recyclage du K^MoCCN)» pour traiter différents échantillons de pâte
(SWKP-Û2 Kinitiai = 14.7). Le contrôle représente un traitement sans laccase ni
médiateur.

0

Des essais réalisés à Paprican ont démontré que le K4Mo(CN)8 est toxique et

que le système de traitement des effluents ne pouvait pas en diminuer la toxicité. La
liberation de cyanure liée à la décomposition du complexe a été envisagée comme
cause de sa toxicité. La littérature rapporte en effet cette possibilité lorsque des

solutions de K4Mo(CN)8 sont exposées à la lumière [63]. L'effet de la température et

du pH des solutions sur la libération de cyanure doit également être évalué. Des
solutions d'octacyanomolybdate dont le pH van de l à 13ont été préparées puis
exposées à la lumière à 25 et 75°C durant 5 jours. Des échantillons ont été prélevés
régulièrement afin de mesurer la concentration résiduelle de K4Mo(CN)g et la
presence de cyanure en solution. La concentration en octacyanomolybdate a été
évaluée par voltampérométrie à onde cyclique en comparant la hauteur du pic
d'oxydation du médiateur des solutions exposées avec celui de la solution initiale. La
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formation de cyanure est suivie en effectuant le titrage du CN' par le nitrate d'argent
en solution basique (équation 10), ce qui permet d'éviter la précipitation de l'argent
avec les ions chlorures contenus dans les tampons. Le point équivalent est détecté
par le changement de couleur de l'indicateur p-diméthylaminobenzalrhodamine, tel
que décrit dans la méthode dtrimétrique tirée de l'ouvrage de Eaton et coll. [89].

Ag+ + 2CN- -^ Ag(CN)2- (10)

La méthode a été validée par la technique des ajouts dosés avec une solution
de KCN pour vérifier la linéarité du signal en fonction de l'augmentât! on de la
concentration en CN-. La Figure 21 montre aussi que l'intersection de la droite avec
l'abscisse correspond aux résultats du titrage de l'échantillon sans ajout, prouvant
que l'espèce titrée est bien le cyanure. L'ajout de NaCl aux échantillons n'a aucun
effet sur le volume équivalent, démontrant que les ions chlorures provenant des
tampons ne créent aucune interférence (résultats non-démontrés). Les résultats du
Tableau V démontrent que la concentration en octacyanomolybdate diminue en
fonction du temps et que cette diminution est accélérée en augmentant la température
et l'exposition à la lumière. Les solutions aux pH extrêmes semblent également
accélérer la décomposition du complexe.

u
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Figure 21. Ajouts de fractions de KCN 0.4696 mM à la solution
d'octacyanomolybdate exposée durant 5 jours à 25°C à lumière, pH = 7. La flèche
démontre la corrélation entre le titrage sans ajout (•) et l'interception de la droite
suri'axe y.
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Les résultats du Tableau V et de la Figure 22 démontrent également qu'aux

pH alcalins le médiateur est plutôt stable et que la décomposition dans de telles

solution dépend surtout de la lumière et non de la température (comparer les
graphiques b et d de la Figure 22). Ceci est un point positif puisque les liqueurs de
cuisson du procédé kraft sont basiques (la liqueur noire a un pH d'environ 13.5) et à
haute température, mais elles ne sont pas exposées à la lumière de façon prolongée.
En se basant sur les résultats de cette expérience, la décomposition du K4Mo(CN)g
dans le circuit sera peu importante dans ces liqueurs. L'effet d'un pH acide sur la
decomposition du médiateur est beaucoup plus important puisqu'à la température
ambiante, le quart du K4Mo(CN)g est détruit après seulement une journée. A 75°C,
lorsque la température se situe plus près celle des liqueurs de cuisson en usine, la
decomposition est complète en moins d'une journée. La décomposition à pH acide
est d'autant plus néfaste qu'il y a formation de HCN puisque les ligands CN- se
détachent du complexe et que le pKa du HCN est de 9.3. Ainsi, à pH de un, la
proportion [HCN]/[CN-] est de l'ordre de cent millions. Le HCN étant volatil, il n'est
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pas impossible que l'évaporation puisse favoriser la décomposition du médiateur en
déplaçant l'équilibre (équation 11).

Mo(CN)4-
A,Av

»Mo4++8CN-

^+8H+

8HCN

(11)

Les graphiques de la Figure 22 démontrent que la décomposition du
complexe s'accompagne, tel que suggéré, de la formation de cyanure. Les valeurs
théoriques de la concentration de CN' présentées sur ces graphiques représentent la
quantité de cyanure libéré calculée selon la quantité de complexe s'étant décomposée
(présentée au Tableau V). Ainsi, un échantillon dont le K4Mo(CN)g (l mM) s'est
totalement décomposé devrait théoriquement contenir 8 mM si la totalité du
médiateur est décomposé en formant du CN-. La corrélation entre ces valeurs
théoriques et les concentrations mesurées par titrage suggère que le complexe soumis
à ces conditions se décompose en libérant du cyanure. Ceci n'est pas souhaitable
pour une éventuelle application en usine et la seconde partie de cette section évalue
la possibilité d'éliminer le médiateur afin d'éviter des problèmes reliés à sa
decomposition.

u
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Tableau V. Decomposition de 1'octacyanomolybdate en fonction du temps, du pH et
de l'exposition à la lumière. Les valeurs indiquent le % de K4Mo(CN)g présent dans
les solutions en se basant sur la concentration initiale de médiateur (100% = l m]VI).

Jour
PH 1 4 7 10

Échantillon a^25QC exposé à la lumière
1
2
5

72%
32%
0%

88%
82%
77%

113%
104%
84%

96%
73%
58%

Echantillon à 25°C à la noirceur
1
2
5

103%
96%
95%

104%
101%
98%

117%
113%
115%

103%
106%
104%

Echantillon à 75QC exposé à la lumière
1
2
5

0%
0%
0%

70%
64%
39%

117%
132%
148%

100%
110%
68%

Echantillon à 75<3C à la noirceur
1
2
5

0%
0%
0%

71%
64%
39%

94%
129%
133%

100%
108%
110%

13

77%
8%
0%

109%
110%
86%

102%
105%
38%

107%
115%
120%

Note: Les valeurs supérieures à 100% sont probablement dues à l'évaporation d'une
partie des solutions puisque ce phénomène est surtout survenu pour les solutions
entreposées à 75°C.

u
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Figure 22. Quantités de cyanure produites lors de la décomposition du K4Mo(CN)g
après 5 jours d'entreposage sous diverses conditions: (a) 25°C et lumière, (b) 25°C et
noirceur, (e) 75°C et lumière et (d) 75°C et noirceur.
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L'élimination du médiateur a été envisagée comme façon d'éliminer le
K4Mo(CN)g des effluents afin d'éviter les complications découlant de sa nature
toxique. Cette idée vient du fait qu'entre chaque étape de blanchiment, la pâte est
lavée (voir Figure 23 dans la section suivante) et que l'effluent résultant de ce lavage
pourrait être envoyé avec la liqueur noire dans la chaudière pour y être brûlé (voir la
Figure 5 en introduction). Le médiateur serait donc détruit en passant dans la
chaudière, éliminant les problèmes de cyanure. Par contre, le molybdène lui ne sera
pas détruit et il devient important de savoir ce qu'il en adviendra. La chimie des
milieux à haute température est très complexe et une foule de composés peuvent se
former dans une chaudière de récupération opérant à environ 900°C [2]. Le but de
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cette expérience n'est pas de déterminer sous quelle forme se retrouvera le
molybdène mais plutôt de savoir s'il sera éliminé avec les déchets de combustion ou
s'il risque de s'accumuler dans le système. Ceci dépend de la solubilité du molybdène
après l'étape de combustion dans la chaudière car, tel qu'expliqué dans la section
1.2.2., de l'eau est ajoutée aux résidus de combustion pour produire la liqueur verte.
Ce qui est soluble est réintroduit dans le cycle des liqueurs de cuisson alors que les
matières insolubles sont retirées et jetées. Dans le cas où le molybdène se
retrouverait avec les résidus insolubles, il deviendrait facile de le retirer du système.
La méthodologie utilisée pour établir ce qui advient du métal a été dissoudre de
l'octacyanomolybdate de potassium dans des échantillons de liqueur noire pour
ensuite les brûler dans un four à 900°C durant 60 minutes. De l'eau déionisée est

ajoutée aux échantillons refroidis et les solutions sont agitées durant 15 minutes
avant d'etre filtrées pour retirer les résidus de combustion non-solubles. Le blanc a
été réalisé avec un échantillon de liqueur noire sans K4Mo(CN)g. Les solutions sont
ensuite analysées par spectrophotométrie d'absorption atomique à l'aide d'un
appareil Perkin-Elmer modèle 703 (flamme acétylène/N20) en utilisant une lampe au
molybdène (Perkin-Elmer Intensitron, À, = 317 nm) pour détenniner la présence ou
l'absence de molybdène. L'étalonnage externe a été réalisé en utilisant des solutions
standard de Mo (BDH Chemicals) de 0.5 à 10 mg/L. La matrice, qui possède une
forte teneur en ions, n'interfère pas avec les mesures à la longueur d'onde
mentionnée.

u

Les résultats suggèrent que si l'expérience décrite représente bien le

fonctionnement du système de récupération, le molybdène se dissout dans la liqueur
verte et qu'il ne serait pas totalement éliminé. Les solutions analysées ont révélé
contenir de grandes quantités de molybdène (soit 70 ± 20 % de la quantité de
molybdène ajouté à la liqueur). Ceci est un inconvénient puisque si le Mo n'est pas
éliminé, il s'accumulera dans le circuit de mise en pâte. Cependant, si le médiateur
est solubilisé dans l'eau distillée plutôt que dans la liqueur noire avant d'etre brûlé,
aucune trace de molybdène n'est détecté durant l'analyse. Il faut également
mentionner que la méthode utilisée pour la combustion de quelques millilitres de
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liqueur noire n'est probablement pas représentative de ce qui se produit dans une
chaudière contenant quelques tonnes de solides en combustion. Aucune étude n'a été
réalisée pour détenniner si le Mo peut causer des problèmes lorsqu'il se retrouve
dans les liqueurs de cuisson.

3.1.2.3. Sequences de blanchiment

u

Afin d'évaluer l'impact d'une étape laccase-médiateur dans une séquence de
blanchiment au bioxyde de chlore, des échantillons de pâte ont été traités de façon à
reproduire les conditions utilisées dans les usines kraft. La Figure 23 représente une
sequence de blanchiment ainsi que l'endroit où l'enzyme et le médiateur pourraient
être ajoutés. Un des avantages de l'utilisation du système laccase-médiateur est que
son application pourrait s'effectuer dans une tour de traitement à l'oxygène qui est
déjà installée dans le circuit, ce qui évite d'avoir à en modifier l'infrastmcture.

w

D L D
E

Entrée de la
pâte écrue Laccase + médiateur + 02

Sortie de la
pâte blanchie

Figure 23. Schéma d'une séquence de blanchiment au bioxyde de chlore (D) d'une
usine de pâte kraft. L'étape de laccase-médiateur (L) pourrait avoir lieu dans une tour
de traitement à l'oxygène. Le symbole (W) représente les étapes de lavage de la pâte.
Les flèches solides représentent le trajet emprunté par la pâte.
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0 Les résultats présentés au Tableau VI démontrent clairement les bénéfices
relatifs à l'utilisation d'une étape laccase-médiateur dans une séquence de
blanchiment. Le gain en blancheur dû à la délignification enzymatique pourrait
signifier une diminution des quantités de ClOz nécessaires pour obtenir le degré de
blancheur désiré pour fabriquer le papier. Des expériences réalisées à Paprican ont
démontré qu'il est possible de réduire la charge de ClOz de 30 % en utilisant cette
technologie auxiliaire. B faut toutefois mentionner qu'à ce jour aucun médiateur
connu de la laccase ne peut être obtenu à un coût suffisaniment bas pour que le
système laccase-médiateur puisse faire compétition, d'un point de vue économique, à
un traitement équivalent au bioxyde de chlore.

Tableau VI. Impact de la delignification par le système laccase-octacyanomolybdate
(1%) dans une séquence de blanchiment au bioxyde de chlore.

Sequence Indicé K après Ep Indicé de blancheur
après la séquence (%)

D(Ep)D 3.85 82.8

DL(Ep)D 2.75 86.9

DÛ2(Ep)D1 3.30 85.6

Cette séquence représente un contrôle avec le médiateur sans enzyme.

En résumé, bien que les médiateurs basés sur des complexes de coordination
ne semblent pas aussi réactifs que les médiateurs organiques, leur stabilité et la
possibilité de les recycler sont des avantages considérables qui justifient la recherche
sur leur implication dans la délignification enzymatique. Cependant, la connaissance
des mécanismes impliqués lors de la délignification estjusqu'ici assez sommaire et
elle se doit d'etre approfondie afin de comprendre le rôle du médiateur et d'optimiser
le système afin de le rendre intéressant pour l'industrie.

u
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3.2. Etude des composés modèles de la lignine

Les mécanismes des réactions menant à la délignification de la pâte ne sont

pas bien connus, principalement à cause de la structure complexe et irrégulièrc de la
lignine. Bien qu'il soit facile de déterminer si un traitement de délignification est
efficace, c'est-à-dire si beaucoup de lignine a été retirée, il est plus difficile de
déterminer quels groupements ont été oxydés et quelles liaisons ont été clivées pour
mener à cette délignification. L'expérimentation sur des échantillons réels est aussi
rendue plus difficile parce que la pâte et la lignine sont très peu solubles.

u

L'utilisation de composés modèles de la lignine (CML) peut permettre de
surmonter ces limites et de faciliter l'étude des réactions d'oxydation impliquées
dans la délignification de la pâte. Les CML sont de petites molécules dont la
structure s'apparente à certains groupements que l'on retrouve dans la lignine (voir
Figure 24). Les avantages découlant de l'utilisation de ces composés par rapport à
1'experimentation directement sur la pâte sont nombreux. En plus d'etre solubles,
facile à obtenir et d'avoir une structure connue et bien définie, les produits
d'oxydation des CML sont facilement identifiables. D'une manière générale, le but
d'utiliser ces CML est d'établir si un système de délignification (comme le système
laccase-médiateur) est efficace et quels sont les chemins réactionnels favorisés pour
obtenir la délignification. En assumant que ces composés sont représentatifs des
groupements de la lignine, un système oxydant certains liens des CML devrait être
capable d'oxyder les mêmes liens dans la lignine. Il est toutefois fort probable que la
vitesse à laquelle ces liens sont oxydés sera différente des CML à la pâte. Les
composés modèles sont de petites molécules en solution alors que les groupements
se retrouvant dans la pâte sont contenus dans une structure tridimensionnelle rigide.
L'accès à ces groupements dans la lignine est donc probablement limité par
encombrement stérique. Ainsi, il va de soi qu'une expérimentation basée uniquement
sur l'oxydation des CML est incomplète et doit être appuyée par des essais sur des
échantillons réels. Il s'agit toutefois d'un bon point de départ pour rémission
d'hypothèse portant sur les mécanismes menant à la délignification de la pâte.
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Figure 24. Section de la stmcture de la lignine telle que présentée à la Figure 3. Les
encadrés montrent les liaisons typiques P-0-4 (••••• ) et P-1 ( — ) qui sont
représentées par les dimères l et IV, respectivement.

La première classe de CML sont des molécules composées de deux cycles

aromatiques (phényles) reliés entre eux via une chaîne de trois atomes de carbone,
représentant ainsi l'unité phénylpropane qui est à la base du squelette de la lignine.
Ces composés modèles, dont les structures sont présentées à la Figure 25, sont
nommés dimères. D'autrcs CML, les monomères, ne comportent qu'un seul

groupement phényle, comme l'alcool vératrylique (VA).

u

Les composés modèles sont également utiles pour représenter certaines
liaisons typiques de la lignine contenue dans la pâte. Les dimères l et IV représentent
respectivement les liaisons de type (3-0-4 et P-1 entre des unités non-phénoliques de
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0 la lignine. La nomenclature de ces liens est expliquée à la Figure 25. La liaison de
type P-0-4 étant la liaison la plus commune dans la structure de la lignine, soit près
de la moitié des liaisons [90], les composés modèles possédant ce type de lien
(dimère I) sont particulièrement intéressants pour l'étude des réactions de
délignification. De plus, puisque la majorité des groupements aromatiques de la
lignine sont non-phénoliques, les CML utilisés pour cette étude sont sans exception
non-phénoliques.

CHsOH 5_6

HC'QH ^—/2
|a OCHs

OCH3

OCH3

Dimère I, B-0-4

OH

/ \
HC

Ip \—
HCOH

a

OCH3

OCHs

Dimère IV, 6-1

CHzOH

OCHs

OCH3

Alcool vératrylique (VA)

Figure 25. Structure des composés modèles de la lignine et type de liaison
représentée par les dimères. Le dimèrc l représente une liaison J3-0-4 car le lien éther
relie le carbone en position P de l'unité phénylpropane et la position 4 du phényle de
l'unité voisine dans la lignine. Le Cp du dimère IV quant à lui est directement relié à
l'unité voisine (|5-1).
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Le but de cette section est d'étudier les réactions d'oxydation des CML par le
système laccase-médiateur afin de déterminer l'efficacité des médiateurs et de tenter
d'apporter quelque contribution à l'ensemble des mécanismes possibles menant à la
délignification. Les résultats présentés au cours de ce chapitre démontreront que le
mécanisme d'oxydation le plus probable est celui où le médiateur joue le rôle de
transporteur d'électrons. Cependant, d'autres mécanismes sont également possibles,
selon la nature du médiateur utilisé. Un effort sera également réalisé pour tenter de
définir les conditions les plus favorables aux mécanismes d'oxydation menant au
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clivage des CML, ce qui est souhaitable afin d'obtenir une dépolymérisation efficace

de la lignine.

3.2.1. Procédure d'étude de l'oxydation des CML

La procédure d'étude des CML consiste, d'une façon générale, à soumettre
les composés aux conditions de délignification qui seraient utilisées lors d'un
traitement de la pâte. Les produits de la réaction peuvent ensuite être analysés
quantitativement et qualitativement afin d'évaluer respectivement soit l'efficacité du
système soit les mécanismes menant à l'oxydation des composés. Sauf indication
contraire, les expériences d'oxydation des CML ont été conduites en utilisant une
concentration de 2 mM: de composé modèle et 0.5 mM du médiateur en solution
tampon (citrate ou acétate) de 50 mM à pH 5, pour un volume total de 5 à 50 mL
pour les traitements enzymatiques et électrochimiques, respectivement. Les réactions
ont été effectuées à température ambiante pour 24 heures. Pour terminer la réaction
enzymatique, les solutions ont ensuite été placées dans un bain thermostatique à
100°C durant deux minutes, ce qui inactive la laccase. Cette dénaturation thermique
n'a été effectuée que pour les traitements enzymatiques. Un contrôle a été effectué
pour s'assurer qu'il n'y avait pas suffisamment de perte de la solution par evaporation
pour modifier la concentration des solutés. Les échantillons sont ensuite acidifiés,
filtrés et injectés dans le système chromatographique (voir section 2.6.).

Afin de s'assurer de la validité des résultats et que la dégradation des CML est
bien due à l'action du médiateur oxydé, chaque expérience a comporté plusieurs
échantillons de contrôle. Le diagramme de la Figure 26 explique la logique suivie
pour diviser les échantillons avant leur traitement. Les contrôles ont également servi
à vérifier la concentration initiale de composé modèle.

0
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Figure 26. Diagramme décrivant la méthode suivie pour préparer les solutions pour
l'oxydation des composés modèles (2 mM) avec ou sans médiateur (0.5 mM) en
presence ou non de laccase (0.5 U mL-l). La même méthode a été utilisée pour
l'oxydation électrochimique.

3.2.1.1. Traitement enzymatique

La laccase II de Trametes versicolor (0.5 UTnL ) a été utilisée pour
effectuer, via le médiateur, l'oxydation enzymatique des composés modèles de la
lignine. La Figure 27a présente le mécanisme simplifié de l'oxydation des CML par

le système laccase-médiateur.

u

Les composés modèles dimères n'étant pas solubles en milieu aqueux, les

solutions mères de ces composés (200 mM) ont dû être préparées dans l'éthanol 95
%. La concentration en dimère pour les traitements étant de 2 mM, la teneur en

éthanol ne représente que l % du volume des solutions réactionnelles. Des essais sur
la diminution de l'activité de la laccase due à la présence de solvant organique ont

démontré qu'à une teneur de l % l'enzyme conserve 95 % de son activité initiale.
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Figure 27. Mécanisme d'oxydation des composés modèles de la lignine par le
système laccase-médiateur (a) et par l'électrolyse du médiateur (b).

3.2.1.2. Traitement électrochimique

0

Selon le schéma de la Figure 27a, le rôle de la laccase est d'oxyder le

médiateur via la réduction de l'oxygène en eau. Plusieurs autres mécanismes de

délignification par ce système ont toutefois été suggérés (voir section 3.2.2.). Afin
d'évaluer le rôle de la laccase, une électrode a été utilisée lors de certaines

experiences pour oxyder le médiateur. L'électrode effectue le même travail que le
site de cuivre TI de la laccase qui est responsable de l'oxydation du substrat. Le
médiateur ainsi oxydé devrait réagir par la suite avec le composé modèle en solution
tel que suggéré par le schéma de la Figure 27b. En comparant les résultats obtenus
par les deux méthodes d'oxydation (enzymatique et électrochimique), il est possible
de vérifier le rôle d'accepteur d'électrons de la laccase, d'évaluer si la méthode
électrochimique peut être utilisée pour l'oxydation de la lignine et d'étudier l'effet de
certaines conditions sur l'efficacité et les mécanismes d'oxydation des CML. L'effet
de l'oxygène sur l'oxydation des CML sera particulièrement intéressant à étudier car
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ceci est impossible à réaliser avec la laccase puisque cette dernière requiert la
presence d'oxygène pour amorcer les réactions d'oxydation. Puisqu'il s'agit d'étudier
des réactions impliquant des transferts d'électrons, le recours aux méthodes
électrochimiques a permis d'effectuer les traitements à différents potentiels pour
accélérer le taux d'oxydation du médiateur. De plus, l'oxydation électrochimique
permet de varier considérablement les conditions de la réaction tel que le pH, la
température, l'oxygène dissous, etc.

Le montage utilisé pour ces expériences d'électrolyse est présenté à la Figure
28. Cette cellule (Bioanalytical Systems, Inc.) est composée de trois électrodes,
soient de travail (T), de référence (R) et l'auxiliairc (A). L'électrode de travail est
faite de carbone vitreux réticulé offrant une très grande surface de contact avec la
solution dans laquelle elle est immergée, ce qui favorise le taux d'oxydation en
augmentant les contacts entre l'espèce électroactive (médiateur) et l'électrode. La
référence est une électrode de Ag/AgCl dont le rôle est de fournir un potentiel
constant (192 mV par rapport à l'électrode normale d'hydrogène). Le potentiostat,
auquel sont reliées les trois électrodes, applique un potentiel constant entre les
électrodes T et R lors de l'électrolyse, produisant ainsi un courant causé par
l'oxydation du médiateur. L'électrode auxiliaire, un fil de platine, est isolée de la
cellule principale pour éviter la réduction du médiateur. Cette électrode sert à fermer
le circuit pour éviter que le courant ne circule par l'électrode de référence, ce qui
entraînerait une modification du potentiel appliqué dans la cellule. Le potentiel
appliqué à l'électrode de travail doit être plus élevé que le potentiel rédox du
médiateur pour s'assurcr que l'oxydation du médiateur ne limitera pas la réaction
d'oxydation des composés modèles. Le potentiel apparent à l'électrode de travail est
généralement plus faible que celui appliqué par le potentiostat entre T et R à cause de
la chute ohmique; la résistance au passage d'un courant dans la solution
électrolytique. L'impact de la chute ohmique peut être diminué en augmentant le
potentiel appliqué et en utilisant des solutions tampons suffisamment concentrées en
electrolyte pour abaisser la résistance de la solution électrolytique.

u
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Figure 28. Cellule d'électrolyse. Adaptation de [176].

u

3.2.1.3. Identification des produits d'oxydation

L'avantage majeur de l'utilisation des composés modèles provient du fait que
les produits d'oxydation sont, la plupart du temps, connus et qu'ils peuvent être
facilement identifiés, les produits de départ (les CML) étant des molécules
relativement simples. La chromatographie liquide à haute performance a été utilisée
pour effectuer l'analyse des solutions réactionnelles (voir les détails à la section 2.6.).
En premier lieu, les produits sont identifiés par leur temps de rétention déterminé en
injectant des solutions étalons des composés modèles et des principaux produits
d'oxydation (voir Figures 29 et 30). L'identité des produits de la réaction a aussi été
vérifiée par comparaison du spectre UV-Visible (220 à 500 nm) avec celui des
solutions étalons. Finalement, la concentration de chacun de ces produits a été
calculée à partir de l'équation de la pente des courbes étalons obtenues par

étalonnage externe.



76

n

^

0.14-

0.12-

0.1 (^

0.08-

0.06^

0.04^

0.02^

0.00d

^

0.2^

0.20^

0.15^

0.10-1

0.05^

0.00-

0.3<H 7.760l

Isomères érythro et thréo
(Spectres identiques)

ÇH2ÛH

H^O-^
l

HCOH

érythro
0.08

0.2(M
thréo0.06 OCHa

3/
0.10-13

< 0.04 OCH3

H3
0.0M

0.02 250.00 300.00 350.00 400.00 450.00Dimère I

u J^. \y
0.00

2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00 20.00 22.00 24.00
Minutes

OH

ÏG
HCOH

OCH3
ÔCH3

Dimère IV

3.810

0.50-

0.40-

0.30-3
0.2&:

o.w

0.00^

250.00 300.00 350,00 400.00 450.00
nm

^s. ^ A

2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00 20.00 22.00 24.00
Minutes

CHzOH

OCH3

OCH3

Alcool vératrylique (VA)

3.2500.80-1

0.6W

3 0.40^

0.20-1

O.OtH

250.00 300.00 350.00 400.00 450.00
nm

~\

T T

2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00 20.00 22.00 24.00
Minutes

0

Figure 29. Chromatogramme (extrait à À = 280 nm) et spectre UV-Visible (en
encadré) des composés modèles de la lignine. Le spectre a été enregistré au temps de
retention du pic le plus important du chromatogramme (voir le chiffre en encadré).
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L'utilisation de composés modèles de la lignine est largement répandue dans
la littérature à toutes les différentes étapes de la fabrication de la pâte, afin de
surmonter les difficultés inhérentes à la complexité de la lignine. A titre d'exemple,
les CML ont été utilisés pour étudier les réactions de la lignine et des composés de la
liqueur blanche lors de la mise en pâte [91, 92], et les réactions du blanchiment au
dioxyde de chlore [93], au peroxyde d'hydrogène [94, 95] et de la délignification à
l'oxygène [90,96].

La section suivante de ce chapitre présente les différents mécanismes
d'oxydation des composés modèles de la lignine qui ont été répertoriés dans la
littérature. Ces hypothèses seront par la suite utilisées comme point de départ pour
discuter des résultats obtenus lors des expériences réalisées tout au long de ce projet
de recherche.

3.2.2. Reactions d'oxydation des CML

Plusieurs hypothèses ont été avancées au fil des années pour décrire le ou les
chemins menant à l'oxydation des composés modèles de la lignine par le système
laccase-médiateur. Avant de revoir les mécanismes s'appliquant aux composés
modèles utilisés, il est important de noter que le rôle exact du médiateur dans les
reactions d'oxydation de la lignine n'est pas non plus tout à fait établit. La première
partie de cette section porte sur les différents rôles possiblement joués par le
médiateur.

3.2.2.1. Rôle du médiateur

u

Le rôle tenu par le médiateur dans l'oxydation enzymatique des composés
modèles de la lignine a fait l'objet de plusieurs hypothèses par différents groupes de
recherche [62]. La première hypothèse soutient que le médiateur agit comme un
transporteur d'électrons, de la lignine (ou du composé modèle) vers la laccase qui
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utilisera ces électrons pour la réduction de l'oxygène en eau. Le médiateur qui est
réduit lors de l'oxydation du CML est continuellement réoxydé par l'enzyme,
agissant ainsi comme un catalyseur. Ce mécanisme, décrit à la section 1.3.3. de ce
texte, est appuyé par de nombreux articles dont notamment ceux de Bourbonnais et
coll. [52, 88, 97], Call et Mucke [98] et Freudenreich et coll. [99]. Il a également été
proposé que les espèces actives générées lors de l'oxydation du médiateur par la
laccase pourraient plutôt amorcer les réactions des CML en retirant un atome
d'hydrogène du carbone en position a [100]. Une autre hypothèse, basée sur les
articles de Potthast et coll. [43] et de Balakshin et coll. [101, 102], suggère que le
médiateur agit comme un activateur de la laccase qui, dans son état activé, est
capable d'oxyder les composés non-phénoliques, ce que l'on sait être impossible
sans médiateur. Finalement, le système laccase-médiateur pourrait produire des

fomies activées de l'oxygène (telles que HO' et 02") qui elles sont reconnues
comme étant des agents efficaces de délignification [20]. Le radical hydroxyle a été
démontré comme étant capable d'oxyder les groupements non-phénoliques de la
lignine, résultant soit en la scission du lien Ca-Cp (lorsque le cation radical est
formé sur le cycle aromatique) soit en cétonisation en Ça (lorsqu'il y a eu abstraction

d'un proton en Ça) [103]. Puisque certains complexes de coordination comme le
ferrocyanure (K4Fe(CN)6) [104-106] peuvent, lorsque oxydés, activer la
délignification à l'oxygène à pH alcalin, il se peut que les médiateurs dont la
structure est basée sur des métaux de transition agissent de la même façon pour
délignifier la pâte enzymatiquement.

3.2.2.2. Mécanismes d'oxydation

Bien que les CML soient de petites molécules relativement simples, les
mécanismes impliqués lors de leur oxydation sont complexes et ne sont pas
totalement élucidés. Il convient maintenant de revoir les mécanismes d'oxydation
tirés de la littérature s'appliquant aux composés modèles utilisés lors de ce projet.

t
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Premièrement, l'oxydation peut se produire en retirant un électron d'un des
cycles aromatiques des composés modèles, formant un cation radical sur le phényle.
Il a été démontré que la lignine peroxydase (LiP), une enzyme sécrétée par plusieurs
basidiomycètes responsables de la dégradation du bois, effectue ce type d'oxydation
des composés modèles du type P-0-4 [107]. Cette oxydation est favorisée lorsque les
groupements phényles sont enrichis en électrons par des substituants comme les
méthoxyles que l'on retrouve sur les dimèrcs. Divers rearrangements peuvent ensuite
avoir lieu à partir du cation radical, résultant en la formation de divers produits
d'oxydation: le clivage du lien Ca-Cp, le clivage du lien P-éther ou l'oxydation de
l'alcool en position Ça (ce qui forme la cétone correspondante) [108]. Si le cation

radical est formé sur le cycle relié par le lien éther (cycle B), le lien P-éther sera clivé
tandis que si l'électron est retiré du cycle A, il y aura clivage du lien Ca-C(3 ou
oxydation en Ça. Les mécanismes de la LiP pourraient être les mêmes lorsque les

CML sont oxydés par la laccase et un médiateur puisque, dans plusieurs cas, les
produits de la réaction des CML sont les même d'un système à l'autre.

Ceci n'est toutefois pas vrai pour la totalité de la littérature sur le sujet
puisque dans plusieurs cas les produits trouvés varient d'un auteur à un autre. Kawai
et coll. [109-111] ont rapporté plusieurs types de clivage (Ca-Cp, p-éther et
ouverture des cycles aromatiques) alors que les articles de Bourbonnais et coll. [52,
112] et de Li et coll. [61, 62] ne font mention que d'un seul mécanisme d'oxydation
menant à la fonnation de la cétone en position Ça (le dimère VIII). Entre les deux,
Srebotnik et Hammel [113] ont trouvé, en utilisant toujours la laccase et le HBT, à la
fois du dimère VIII (en majorité) et des produits de clivage Ca-Cp et du lien aryl-
ether.

u

Muheim et coll. [100] ont comparé l'action oxydante de la LiP et du système
laccase-médiateur (ABTS) sur différents composés modèles de la lignine,
démontrant que l'intermédiaire de ces réactions ne pouvait pas être un cation radical
sur les phényles puisque ce système n'oxyde pas les diméthoxybenzènes. Toujours
selon ces auteurs, l'oxydation des CML s'effectuerait plutôt par l'abstraction d'un
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atome d'hydrogène du Ça, résultant en la formation d'un radical à cette position.
Ceci pourrait expliquer pourquoi, dans certains cas, aucun produit de clivage n'est
observé lors de l'oxydation des composés modèles P-0-4, comme c'est le cas du
dimère I en utilisant la laccase en présence du HBT ou de l'ABTS [52, 61, 99].
Finalement, les études de Kawai [110] et Srebotnik [113] ont montré que le dimère
peut être partiellement clivé suite à la formation d'un cation radical sur le cycle B.

Pour ce qui est du dimère IV (liaison P-1), dans la majorité des cas,
l'oxydation résulte en un clivage du lien Ca-C? pour fonner du vératraldéhyde et du
benzaldéhyde en proportions égales dans des quantités identiques à celle du dimèrc
IV qui a été oxydé (voir Figure 31). La formation du produit oxydé du dimère IV
(cétone Ça) a cependant pu être observée dans certains cas lorsque le HBT est utilisé
comme médiateur [113, 114] alors qu'en utilisant l'ABTS, il n'y a que les produits de

clivage qui sont observés [52].

L'initialisation des réactions d'oxydation du dimère IV pourrait s'effectuer par
formation d'un cation radical sur le cycle A (le diméthoxybenzène) ou par le
mécanisme d'abstraction d'un proton. Contrairement au dimère I, le clivage est
principalement observé lors de ces réactions et la scission du lien Ca-Cp n'a pas été
démontrée comme étant un résultat possible du mécanisme d'abstraction du proton en
Ça [100]. Par contre, puisque la formation de la cétone Ça est aussi possible (qui,
elle, peut subvenir par ce mécanisme), il se peut qu'il y ait plusieurs mécanismes
impliqués et qu'un chemin réactionnel soit favorisé par rapport à d'autres selon les
conditions utilisées.

u

L'alcool vératrylique (VA), représentant une fonction Ca-OH de la lignine,

fonne le vératraldéhyde lorsqu'il est oxydé par la laccase en présence d'un médiateur
comme HBT et ABTS. Le VA est le composé modèle le plus utilisé pour l'étude des
reactions d'oxydation de la lignine. Encore une fois, les idées sur les mécanismes
menant à l'oxydation du CML sont partagées entre le retrait d'un électron sur le
phényle et la formation d'un radical benzyle par abstraction du proton. En utilisant
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rapproche du calcul des énergies des orbitales moléculaires, Elder [115] a proposé
un mécanisme basé sur la formation d'un cation radical sur le cycle aromatique suivi

par la déprotonation du Ça par une molécule d'eau, formant ainsi le radical benzyle.

La réaction subséquente avec l'oxygène résulte en la formation du vératraldéhyde. Il
a toutefois été démontré (cette thèse) que l'oxydation électrochimique du VA en
absence d'oxygène produisait le vératraldéhyde.

Malgré toutes ces données, il n'est toujours pas possible de s'arrêter sur un

mécanisme qui justifierait la formation de tous les différents produits d'oxydation de

composés modèles non-phénoliques ayant été obtenus par les divers auteurs. Serait-il
possible que l'oxydation par le système laccase médiateur ne forme qu'un composé
intermédiaire unique qui lui pourrait subir différents rearrangements menant à autant
de produits? Dans ce cas, les conditions utilisées seraient-elles responsables de la
disparité des produits obtenus? Bref, il reste encore plusieurs hypothèses à explorer
pour élucider les mécanismes d'oxydation des CML. Les résultats présentés dans la
section suivante font partie d'une étude préliminaire qui a pour d'évaluer la capacité

des nouveaux médiateurs basés sur des complexes de coordination à oxider certains

composés modèles de la lignine.

u
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n 3.2.3. Oxydation du dimère IV

La première expérience réalisée avec le dimère IV ÇDIV) fut de comparer les
méthodes d'oxydation enzymatique et électrochimique en utilisant différents
médiateurs. Un potentiel de 615 mV vs Ag/AgCl a été appliqué à l'électrode afin
d'imiter l'action oxydante de l'enzyme. Ce potentiel est toutefois légèrement plus
élevé que celui du site de cuivre Tl de la laccase de Tv pour tenir compte de la chute
ohmique (décrite plus tôt) et du fait que l'oxygène dissous agit comme force motrice
favorisant l'oxydation enzymatique du médiateur.
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Figure 32. Oxydation du dimère IV par différents médiateurs oxydés par la laccase
ou par electrolyse (E = 615 mV vs Ag/AgCl). Le pourcentage d'oxydation représente
la fraction de la quantité initiale de DIV ayant été oxydée. Les barres d'erreur
représentent l'écart type calculé sur la moyenne de quatre expériences.

(J
Ce graphique démontre qu'il n'y a que l'ABTS et le K4Mo(CN)g qui semblent

agir de façon catalytique pour oxyder le DIV lors des expériences d'électrolyse.
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Puisque l'efficacité d'oxydation du DIV par les autres médiateurs est équivalente à
celle du contrôle réalisé sans médiateur (mais en appliquant le potentiel), l'oxydation
du composé modèle s'effectue directement à l'électrode, ce qui ne donne aucune
information sur le rôle du médiateur.

L'oxydation électrolytique du DIV semble être moins efficace lorsque le
médiateur possède un E° élevé. En fait, la différence majeure entre les médiateurs
NHA et HBT par rapport à ABTS et K4(MoCN)g est la réversibilité à l'électrode. Les
deux premiers n'étant pas électrochimiquement réversibles, le taux d'oxydation de
ces médiateurs est plus lent que celui de ABTS et de K4(MoCN)g. La réaction
d'oxydation du HBT est cependant plus rapide par la laccase, probablement grâce à
des interactions favorables existant entre le médiateur et le site actif de l'enzyme. Ces
interactions ne semble pas exister, ou du moins être aussi favorable, pour les
composés tels que K4(MoCN)g. La faible stabilité de l'état oxydé de HBT et de NHA
pourrait également expliquer le faible taux d'oxydation obtenu avec ces médiateurs.

(J

Le potentiel appliqué à l'électrode pourrait être augmenté afin de favoriser
l'oxydation du médiateur et d'augmenter le taux d'oxydation du dimère. La valeur
supérieure du potentiel utilisable est cependant limitée par le potentiel d'oxydation
du composé modèle afin de limiter l'oxydation du CML directement à l'électrode. A
titre d'exemple, en appliquant 900 mV vs Ag/AgCl lors de l'oxydation du dimère IV,
un résultat de 100% d'oxydation a été obtenu pour le traitement sans médiateur. Le
composé modèle s'oxydant complètement à l'électrode, cette expérience n'est plus
representative du rôle joué par le médiateur lors de la délignification par le système
laccase-médiateur. En appliquant un potentiel supérieur de 50 mV à celui de chaque
médiateur (voir les E des médiateurs dans les Tableaux III et IV, pages 25 et 42),
tous les médiateurs ayant un potentiel rédox de plus de 700 mV vs Ag/AgCl ont
donné une conversion complète du dimère IV en ses produits de clivage. Les
contrôles sans médiateur en appliquant 615, 725 et 950 mV vs Ag/AgCl ont donnés
des quantités croissantes de composé oxydé, limitant une fois de plus l'application de
ce dimère IV puisqu'il est impossible de savoir si le dimère a été oxydé par l'action
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du médiateur ou directement à la surface de l'électrode. L'oxydation directe de DIV à

la surface de l'électrode s'explique par son potentiel d'oxydation qui est relativement

peu élevé par rapport aux autres CML non-phénoliques (voir Figure 33). Cependant,

le potentiel normal apparent du médiateur ne semble pas avoir la même importance

lorsque la laccase est utilisée comme agent d'oxydation. Aucune corrélation n'est

observée entre le E du médiateur et l'efficacité de l'oxydation du DIV. Les
médiateurs de nature organique semblent être plus efficaces. Le cas du NHA est

particulier et il reste à déterminer si sa faible efficacité est causée par le faible taux

d'oxydation du médiateur par l'enzyme ou s'il s'agit du NHA qui ne réagit pas avec

le composé modèle. La réactivité de l'ABTS envers le dimère IV surpasse celle de

tous les autres médiateurs, bien que le cation radical formé lors de son oxydation par

la laccase soit très peu efficace pour oxyder ce dimère [52]. L'explication de ce

phénomène provient du fait que l'ABTS effectue une réaction de

disproportionnation (Equation 12). Ce phénomène est la réaction entre deux

molécules d'ABTS oxydé (cation radical) pour donner l'espèce réduite et le

dication :

2 ABTS+• <- -> ABTS + ABTS2+ (12)

Cette réaction produit le dication ABTS qui lui est très réactif et est

responsable de l'oxydation, très efficace, du dimère IV [88].

u
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Figure 33. Voltampérogrammes cycliques enregistrés à 5 mV/s des composés
modèles de la lignine (2 mM) dans le tampon citrate 100 mM à pH 4.5. Les vagues
d'oxydation démontrées ici ne donnent qu'une approximation du potentiel
d'oxydation des CML puisqu'il s'agit d'une réaction hétérogène irréversible. Le
véritable potentiel d'oxydation est inférieur à celui donné par le pic des VOC.

Les liaisons de type p-1 dans la lignine de pâte kraft semblent être facilement
oxydées lors des traitements par le système laccase-médiateur et puisque le clivage
en résulte, il s'agit peut être d'un mécanisme important pour la délignification.

u

Le graphique de la Figure 34 présente l'effet de la concentration en médiateur
sur l'efficacité de l'oxydation enzymatique (laccase) du dimère IV. Ces valeurs
peuvent être utilisées pour étudier l'effet catalytique des médiateurs. Cet effet est
clairement démontré pour l'ABTS en comparant la quantité de composé modèle
oxydé avec la quantité de médiateur utilisé (voir les chiffres sur le graphique). L'effet
catalytique de l'ABTS est maximal à des concentrations avoisinant 0.1 mM, où la
concentration de DIV oxydé est environ 10 fois supérieure à la concentration
d'ABTS. Le K4Mo(CN)g par contre ne semble pas démontrer d'effet catalytique
significatif puisque ce ratio, donné par la pente de la courbe, atteint un maximum de
1.4. Le premier point remarqué sur ce graphique est la grande efficacité d'oxydation
du dimère IV par l'ABTS en comparaison avec les autres médiateurs. Le temps de
reaction étant le même pour tous les essais, il faut ImM de K4Mo(CN)s (MoCN)
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pour obtenir un résultat de 0.60 mM de DIV oxydé, alors qu'un tel résultat est obtenu
avec 0.1 mM d'ABTS. Ce type d'information est très importante lors du
développement d'un système de délignification puisque les quantités de médiateur
doivent être maintenues au minimum. Par exemple, sur la courbe associée à l'ABTS,
le gain en concentration de dimère IV oxydé lorsque la concentration d'ABTS passe
de 0.5 à 1.0 mM est très faible (environ 0.2 mM), la quantité d'ABTS ayant pourtant
été doublée.
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Figure 34. Effet de la concentration du médiateur sur l'efficacité de l'oxydation par
la laccase du dimère IV (traitement durant 20 heures, pH 4.5). Les chiffres
représentent le ratio [DIV oxydé]/[médiateur].
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Le plafonnement très marqué de la courbe de l'ABTS est probablement dû au
fait que la réaction est pratiquement complète puisque la quantité initiale de dimèrc
IV était de 2mM. Ceci démontre la réactivité élevée de l'ABTS envers le CML. Un

effet de plafonnement similaire a été rapporté avec le médiateur HBT pour la même
reaction d'oxydation d'un composé modèle [62]. Dans ce cas, l'inactivation de la
laccase par le radical HBT ainsi que la formation d'un produit de dégradation du
médiateur oxydé, le benzotriazole, qui est non réactif vis-à-vis des composés
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modèles ont été tenus responsables du plafonnement. Ceci ne peut expliquer le
comportement de la courbe de l'ABTS puisque ce médiateur fonne, en étant oxydé,
un cation radical stable [116] et qu'il n'est pas reconnu comme étant responsable de
la désactivation de la laccase [l 17].

3.2.3.1. Effet de l'oxygène

L'oxygène dissous dans les solutions n'a peut être pas qu'un effet limitant la

cinétique d'oxydation des CML par les médiateurs. Son implication dans la réaction

du K4Mo(CN)g et du dimère IV a été étudié en utilisant l'électrolyse en conditions

anaérobiques. Pour ce faire, les solutions (50 mL) ont été barbotées avec de l'azote

durant une heure puis pour toute la durée du traitement. Les résultats de ce traitement

sur la quantité de DIV ayant été oxydée et sur les produits formés sont présentés à la

Figure 35.

0

L'oxydation du DIV par le K4Mo(CN)g en absence d'oxygène semble former
moins de benzaldéhyde que le traitement en conditions aérobiques. La quantité de
vératraldéhyde formée correspond toutefois à celle du dimère ayant été oxydée,
démontrant qu'il y a eu clivage quantitatif du composé modèle. Le mécanisme
semble ainsi être quelque peu différent en absence d'oxygène au niveau de la nature

des produits d'oxydation, même si le clivage Ca-Cp est toujours observé et ce, dans
les mêmes proportions. Cette diminution de la quantité de benzaldéhyde formée peut
s'expliquer par le schéma de la Figure 36. En retirant l'oxygène, la formation du
radical II à partir du radical l est impossible. Le radical l pourrait donc emprunter
d'autres voies et se dégrader en plusieurs fragments qui n'ont pas été détecté par
l'analyse chromatographique dans les conditions utilisées. L'ouverture du cycle par
exemple pourrait donner des produits non-aromatiques qui absorbent peu dans la
fenêtre de 220 à 500 nm. Un fait intéressant à remarquer est que la quantité de
dimère IV oxydé n'est pas diminuée par l'absence d'oxygène et que le dimèrc est
clivé lors de la réaction. La faible quantité de benzaldéhyde détectée a pu être causée
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n par de l'oxygène demeurant en solution ou encore par une autre réaction de
degradation du radical I, avec HzO par exemple.
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Figure 35. Oxydation électrochimique (750 mV vs Ag/AgCl) du dimère IV par le
médiateur K4Mo(CN)g en conditions aérobiques et anaérobiques. Le chiffre au-
dessus des barres du dimère IV oxydé représente le % d'oxydation du dimère
(concentration initiale de 2 mM). Les contrôles représentent un traitement sans
médiateur.
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Une autre information intéressante peut être tirée du graphique de la Figure

35 en comparant ces résultats d'électrolyse avec ceux obtenus à la Figure 32. Pour
des temps de réaction identiques, le pourcentage de dimère IV oxydé lors du contrôle
sans médiateur augmente de 24 à 31 % lorsque le potentiel appliqué passe de 615 à
750 mV vs Ag/AgCl. En presence du médiateur K4Mo(CN)8, cette quantité passe de
37 à 77 %, une augmentation nettement supérieure à celle du contrôle.
L'augmentation de la quantité de DIV oxydé ne peut donc être attribuée qu'à
l'oxydation du dimère à l'électrode, ce qui démontre le rôle d'agent oxydant joué par
le médiateur.

u

Il semblerait donc que le mécanisme d'oxydation du dimère IV le plus
plausible serait une première oxydation par transfert d'électron vers le médiateur,
suivi par une réaction avec l'oxygène pour former les deux produits de clivage
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vératraldéhyde et benzaldéhyde. En absence d'oxygène, il se peut que la seconde
oxydation ait lieu avec le médiateur ou par le biais d'une réaction avec l'eau.

3.2.4. Oxydation du dimère l

L'utilisation du dimère l comme composé modèle de la lignine est très

répandue puisque les liaisons P-0-4, représentées par ce dimère, sont les plus
abondantes. Ce dimère est plus difficile à oxyder que le dimère IV grâce à son
potentiel d'oxydation plus élevé (voir Figure 33). Il est également beaucoup plus
difficile à oxyder par les médiateurs et la plupart d'entre eux n'ont donné aucune
oxydation significative à la suite d'un traitement de 24 heures en utilisant la laccase
ou l'electrolyse. Les médiateurs les plus efficaces (ABTS et HBT) seront donc
utilises pour étudier l'oxydation de ce dimèrc.

Le HBT, lors des traitements enzymatiques, est plus efficace que l'ABTS
puisqu'un peu plus du double de dimère l a été oxydé en utilisant le premier
médiateur. Ceci est en accord avec les résultats d'expériences semblables publiés
précédemment [112, 119]. Cet ordre se trouve toutefois inversé lorsque l'électrolyse
est utilisée comme moyen d'oxyder les médiateurs. Les potentiels apparents des deux
médiateurs HBT et ABTS sont peut-être mis en cause. Bien que le système laccase-
HBT donne de meilleurs résultats qu'avec l'ABTS, il a été démontré, en évaluant le
taux de consommation de l'oxygène par l'enzyme (une représentation du taux
d'oxydation du substrat) que le HBT est oxydé beaucoup plus lentement que l'ABTS.
L'ABTS en effet possède un E inférieur au potentiel d'oxydation de la laccase ce qui
favorise grandement son oxydation. Le HBT doit donc être plus réactif envers le
dimèrc I que l'ABTS pour expliquer la plus grande quantité de dimère ayant été
oxydé. En appliquant un potentiel de 900 mV vs Ag/AgCl, la grande majorité de
l'ABTS est oxydé en dication (ABTS ) alors que la laccase ne forme que le cation
radical. La forme dicationique est responsable de l'oxydation du dimèrc l puisqu'elle

(J
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n est plus réactive alors que le cation radical n'oxyde pas ce CML, d'où la différence au
niveau de la quantité de dimère l oxydée.

Au niveau des produits d'oxydation du DI, une différence majeure est
survenue entre les méthodes électrochimique et enzymatique d'oxydation du
médiateur. Aucun produit de clivage n'a été observé lorsque la laccase a été utilisée
et la quantité de D VIII formé correspond à la quantité de DI oxydé (Tableau VII).
Cependant, du vératraldéhyde est produit par l'oxydation électrochimique, signifiant
qu'une fraction de DI a subit le clivage du lien Ca-Cp, suggérant une différence au
niveau des mécanismes impliqués. L'identité du vératraldéhyde a été confirmée par
comparaison du temps de rétention et du spectre UV-Visible du pic
chromatographique avec celui de l'étalon. Plusieurs autres pics ont été observés sur
les chromatogrammes des solutions d'électrolyse du DI. Ces pics correspondent
probablement à plusieurs produits d'oxydation se retrouvant en quantités très petites
par rapport au DVIII et au Vld mais qui, tous ensembles, pourraient expliquer l'écart
entre la quantité de DI oxydé et les quantités de DVIII et de Vld formées. Ces
produits secondaires n'ont pas été identifiés et la discussion suivante n'est basée que
sur les deux principaux produits d'oxydation. Le contrôle électrochimique sans
médiateur dans les mêmes conditions a également donné deux produits d'oxydation,
bien qu'il n'y ait que très peu de dimère l ayant été oxydé.

u

Tableau VII. Oxydation du dimère l (concentration initiale de 2 mM) par un
traitement enzymatique (laccase 0.5 U mL ) et électrolytique (E = 900 mV vs
Ag/AgCl) en utilisant soit le HBT soit l'ABTS comme médiateur (0.5 mM).
Oxydation / médiateur Dimère I oxydé

(mM)

Dimère VIII fonné

(mM)
Lace ase / contrôle' 0.00 -n.d.z^
Laccase / HBT 0.95 0.89

Laccase / ABTS 0.39 0.42

Electrolyse / contrôle 0.28 0.12

Electrolyse / HBT 0.85 0.30

Electrolyse / ABTS 1.68 0.20

Le contrôle représente un traitement sans médiateur.
2 n. d. signifie non détecté

Vératraldéhyde
fonné

(mM)
n.d.
n.d.
n.d.

0.07
0.16
0.65
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L'oxydation du DI par les médiateurs pourrait se produire en deux étapes
distinctes où un électron est retiré du dimère à chacune de ces étapes. Le fait que la
reaction d'oxydation des CML implique un transfert de deux électrons a été rapporté
par Bourbonnais et coll. [88] et par Majcherczyk et coll. [117]. Après avoir été oxydé
par le médiateur, il est possible que le dimère l subisse une seconde oxydation
directement à l'électrode. Cette oxydation électrochimique s'effectue peut être sur
une partie différente de la stmcture du dimère que l'oxydation par le médiateur,
résultant en la formation de divers produits d'oxydation, soit le clivage Ca-C|3 plutôt
que la cétonisation. Ceci est fortement plausible puisque les mêmes produits sont
formés, en quantités moindres, lors du contrôle sans médiateur donc directement à la
surface de l'électrode. Le médiateur ne semble pas être responsable de la réaction de

clivage Ca-Cp puisqu'il n'y a que le dimère VIII qui est produit lors du traitement
enzymatique. Le médiateur agirait donc comme un agent d'oxydation spécifique à
une partie de la structure du dimère contrairement à l'électrode qui, elle est beaucoup
moins sélective et doit engendrer plusieurs mécanismes différents menant à autant de
produits d'oxydation.

3.2.4.1. Extraction alcaline

0

Il a été mentionné à la section 1.2.4. que les étapes de blanchiment doivent
être suivies d'une extraction alcaline afin de solubiliser les groupements oxydés de la
laccase. Un traitement alcalin a donc été effectué sur une solution de dimère l après
son oxydation enzymatique en présence de HBT. Tel que démontré par les
chromatogrammes de la Figure 37, le dimère VIII (résultat de l'oxydation du DI)
subit une transformation suite à l'ajout de NaOH. La diminution de l'airc du pic du
DVIII est de plus accompagnée de l'apparition de deux nouveaux pics,
correspondants aux produits de l'hydrolyse alcaline de D VIII. Cette expérience a déjà
été rapportée par Freudenreich [99] avec le même composé modèle. Les auteurs
avaient alors rapporté un seul produit d'hydrolyse qui correspond à la fomiation d'un
alcène au carbone y. Il est cependant établi que l'ion hydroxyle puisse effectuer le
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clivage en Ça de certains composés modèles. Ceci pourrait être vérifié en isolant et

en identifiant les deux produits correspondants aux pics du chromatogramme, ce qui

n'a pu être réalisé faute de temps.

Le fait que le dimère l ne soit pas affecté par l'extraction (l'aire des pics

demeure inchangée) suggère que l'efficacité de cette dernière soit très limitée si la

pâte n'a pas subit de traitement de délignification. Le traitement enzymatique de la

pâte kraft avec un médiateur oxyde donc la lignine qui, elle, est ensuite plus réactive

envers la base utilisée pour l'étape d'extraction.

Finalement, l'oxygène n'a pas d'effet ni sur la nature ou la quantité des

produits formés lors d'une extraction alcaline puisque le chromatogramme (non-

montré) d'une solution dont l'extraction a été effectuée sous atmosphère d'azote est

parfaitement superposable à celui en conditions aérobiques.

u
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Figure 37. Effet de l'extraction alcaline (NaOH 0.1 M, à 75°C durant 90 minutes)
sur le dimère VIII. Les pics à 3.5 et 4 minutes sont respectivement le HBT et le
benzotriazole, un produit de décomposition du HBT.

3.2.4.2. Stéréosélectivité et effet de t'oxygène

u

Le chromatogramme du dimère l présente deux pics correspondants à ses

deux diastéréomères, érythro et thréo (voir Figure 38), qui se retrouvent en quantités
égales puisque la synthèse [120] de ce composé modèle produit un mélange
racémique. Les isomères découlent de la présence de deux carbones asymétriques (a

et |3) sur le dimère. L'isomère étythro est le preinier à être élue et l'ordre d'élution des

deux isomères a été confirmée par comparaison avec les travaux de Omori et coll.
[121]. La lignine de conifère (épinette) contient également des quantités équivalentes

de liaisons P-0-4 îhréo et érythro [122]. Ces diastéréomères ont des différentes
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0 réactivités face aux traitements de délignification et il est intéressant de remarquer
que la sélectivité envers un isomère varie d'un type de traitement à un autre. Ainsi, la
délignification au chlorate de sodium dégrade uniformément les deux isomères [123]
alors qu'un traitement enzymatique avec la lignine peroxydase [124] ou à l'acide
nitrique [125] oxydera préférablement l'isomère thréo.

CHzOH

(H3CO)PhO^^H
\ OH

(H3CO)2Ph-^^H

Erythro

CHzOH

(H3CO)PhO'"p\H

H

OH

Ph(OCH3)2

Thréo

Figure 38. Structure des deux diastéréomères du dimère I. Les carbones a et P sont
asymétriques.

u

En ce qui concerne les résultats obtenus lors de ce projet, l'oxydation

enzymatique utilisant le HBT comme médiateur ne démontre pas de stéréosélectivité
significative lorsqu'elle est réalisée en conditions aérobiques puisque l'aire des deux
pics subissent pratiquement la même diminution (voir Figure 39). L'électrolyse pour
sa part démontre une certaine, mais faible, sélectivité envers le îhréo puisque la
diminution du pic de cet isomère est plus importante que celle du pic de Vérythro.
Toutefois si l'oxygène est retiré lors de l'oxydation électrochimique, la réaction en
utilisant le HBT devient spécifique à l'isomère thréo. Cette stéréospécificité ne
survient pas lorsque l'ABTS est utilisé comme médiateur, suggérant que l'oxygène ne
soit pas directement impliqué dans les mécanismes d'oxydation du dimère l par le
système laccase-médiateur. La différence des résultats obtenus en conditions
anaérobiques provient plutôt d'un effet de l'oxygène sur le médiateur lui-même. En
effet, selon Aurich et Weiss [126], le HBT oxydé en présence d'oxygène forme le
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n benzotriazolyl-l,3-dioxyde (BTD, Figure 40). En retirant l'oxygène la formation de
ce dioxyde est prévenue et la forme oxydée du HBT sera le benzotriazolyl-1-oxyde
(BTO). Il semble donc que le BTO ne puisse réagir qu'avec la forme thréo du dimère
I.
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Figure 39. Impact de l'oxygène sur la stéréosélectivité de l'oxydation
électrochimique (900 mV vs Ag/AgCl) du dimère I (2 mM) par le HBT (0.5 mM).
L'oxydation par la laccase doit impérativement être effectuée en présence d'oxygène.
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Cette stéréospécificité amène un nouvel élément de preuve pour l'élucidation

des mécanismes d'oxydation des composés modèles. Si, sous certaines conditions, il

y a des différences dans la réactivité des deux isomères thréo et érythro, c'est qu'il
doit y avoir une réaction avec la chaîne interphénylpropane. Les différentes

conformations que les isomères peuvent adopter démontrent que le diastéreomère
thréo adopte une forme plus étendue que Yérythro [127]. Cette conformation étendue

cause une plus grande exposition des carbones de la chaîne interphénylpropane. La

conformation repliée qui est préférablement adoptée par Yérythro, rend la chaîne

interphénylpropane inaccessible, expliquant pourquoi Vérythro n'est pas oxydé. De

plus, ceci suggère que le transfert d'électrons menant à l'oxydation des composés
modèles s'effectue au niveau de la chaîne interphénylpropane. En effet, si ce transfert

devait avoir lieu au niveau des cycles aromatiques, il ne devrait pas y avoir de grande

différence dans la réactivité des isomères car les phényles sont toujours accessibles à

l'agent oxydant puisqu'ils sont peu encombrés.

L'oxydation du dimère l s'effectuerait donc par deux transferts successifs de

un électron, à partir de la chaîne interphénylpropane (Ça). Contrairement au dimère

IV, l'oxygène ne semble pas affecter directement la réaction d'oxydation du dimère I.

La réaction est légèrement stéréosélective envers l'isomère thréo.

3.2.5. Oxydation de l'alcool vératrylique

0

Ce composé modèle monomérique (une seule unité aromatique) représente

une fonction alcool en Ça et forme, lorsqu'il est oxydé, le vératraldéhyde. Le VA

possède un potentiel d'oxydation similaire à celui du dimère l et il n'y a que les

médiateurs très efficaces dans l'oxydation des CML comme le HBT et l'ABTS, qui,

en utilisant laccase, peuvent oxyder le VA. D'autres médiateurs, comme les

complexes de fer-bipyridine et l'hexacyanoruthénate devraient également être en

mesure d'oxyder le VA puisqu'ils possèdent un potentiel normal apparent élevé. Ils
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n sont toutefois inefficaces lorsqu'ils sont utilisés avec la laccase (voir Tableau VHI).
Lorsque l'électrolyse a été utilisée comme moyen d'oxyder le îC4Ru(CN)ô, la totalité
du VA a subit une oxydation, suggérant une bonne efficacité de ce médiateur pour la
délignification. Son mauvais fonctionnement avec la laccase est probablement causé
par son faible taux d'oxydation par l'enzyme. La quantité de K4Ru(CN)6 ayant été
oxydé par la laccase après une période de 24 heures est trop faible pour provoquer
une oxydation significative du composé modèle. Ceci est dû à la faible interaction
existant entre K4Ru(CN)6 et le site actif de l'enzyme.

Bien que le [Fe(dmbpy)3] (€104)2 ait un E similaire à celui du K4Ru(CN)ô,
son effet sur le VA est beaucoup plus limité. Le potentiel normal apparent du
médiateur n'est donc pas le seul critère déterminant l'efficacité d'un médiateur. Le E
impose des limites aux réactions de transfert d'électrons impliquant le médiateur
(voir section 1.3.3.) ce qui permet d'éliminer rapidement les composés dont le
potentiel ne se situe pas dans la plage de potentiels souhaitée. Les composés
possédant un E dans cette plage peuvent, pour d'autrcs raisons, être inefficaces.
C'est le cas pour le [Fe(dmbpy)3] (€104)2. Ce type de complexe du fer n'est oxydé que

très lentement par la laccase, limitant la réaction avec les CML et la lignine.
L'oxydation électrochimique de ce composé permet toutefois d'établir si le transfert
d'électron avec les CML est aussi défavorisée.

Tableau VIII. Quantité de VA ayant été oxydée (concentration initiale de 2 mM)
par un traitement d'oxydation de 20 heures avec des médiateurs (0.5 mM) ayant un
potentiel nonnal apparent élevé.

Médiateur (Eu, mV)1 Oxydation enzymatique
Laccase 0.5 U*mL-l

(mM)

Oxydation électrochimique
E = 900 mV vs Ag/AgCl

(mM)
HBT (850)2 1.10 0.99

FeDMBY (689) 0.01 0.31

K4Ru(CN)6 (684) 0.01 1.98

Les contrôles sans médiateur n'ont donné aucune oxydation du VA.
2 Potentiel de la vague d'oxydation (système irréversible).

u
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Le HBT, contrairement aux autres médiateurs du Tableau VIII est capable

d'oxyder le VA lors d'un traitement enzymatique. Puisqu'en absence d'enzyme le
HBT ne produit aucune oxydation du composé modèle, il doit être efficacement

oxydé par la laccase contrairement à [Fe(dmbpy)3] (€104)2 et K4Ru(CN)6.

L'oxydation du HBT est probablement accéléré par une interaction favorable du
médiateur avec le site actif de l'enzyme, ce qui n'est pas le cas pour les complexes de
métaux de transition. Il est cependant difficile de comparer les médiateurs du point
de vue de leur potentiel car le HBT s'oxyde irréversiblement. Le potentiel montré au
Tableau VIII est le potentiel du sommet de la vague d'oxydation du
voltampérogramme enregistré à l'électrode de carbone vitreux. Le potentiel E° du
HBT, une valeur themiodynamique n'est donc pas connue.

Lors de l'oxydation électrochimique, il y a deux fois moins de VA qui a été

oxydé en utilisant le HBT que le IC4Ru(CN)6. Le HBT n'est pas stable sous sa forme
oxydée et il est connu pour former des produits de dégradation comme le
benzotriazole, qui est inerte envers l'alcool vératrylique [88]. La grande stabilité de
l'état oxydé des complexes comme le K4Ru(CN)6 s'avère ainsi un avantage
important. La réaction avec la forme oxydée radicalaire du HBT est probablement

plus rapide que le transfert d'électrons des complexes de coordination, mais se

termine plus vite, faute de médiateur.

0

Une dernière expérience a été effectuée avec l'alcool vératrylique dans le but

de démontrer que l'espèce active du système laccase-médiateur est le médiateur. Le

K4Ru(CN)6 a été utilisé puisqu'il peut oxyder efficacement le VA et que sa forme

oxydée est stable. Une expérience semblable a déjà été réalisée par Bourbonnais et
Paice [52] au cours de laquelle une solution d'ABTS a été soumise à l'oxydation par

la laccase, filtrée sur une membrane afin de retirer l'enzyme, puis mise en contact

avec le VA. Cette expérience n'avait donné aucune oxydation du VA, puisque le

cation radical, formé par la laccase, est inefficace pour oxyder ce CML. Par contre, si

l'ABTS est oxydé par electrolyse à un potentiel suffisamment élevé pour produire le

dication (900 mV vs Ag/AgCl), 38% de VA est oxydé (après 20 heures) [88]. Dans
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le cas présent, une solution de K4Ru(CN)6 a été oxydée par electrolyse, retirée de la
cellule d'oxydation puis mise en contact avec l'alcool vératrylique. Le médiateur
oxydé demeure stable quelques jours, à en juger par la persistance de la couleur de la
solution. En proportions égales de médiateur et de VA, aucune oxydation du
composé modèle n'a été observée. Cependant, en augmentant le ratio des
concentrations à 50 pour l (K4Ru(CN)<,/VA), 27 % du CML à été oxydé après 20
heures. Le médiateur dans son état réduit n'a donné aucune oxydation du VA et cela,
même en utilisant le ratio de 50 pour l. C'est donc le médiateur, une fois oxydé, qui
effectue l'oxydation des composés modèles, autant dans le cas des médiateurs

organiques que des complexes de coordination.

Comment expliquer le fait qu'en utilisant le médiateur à une concentration
identique à celle du VA, aucune oxydation n'est observée? Le transfert d'électrons
d'une espèce possédant un potentiel normal apparent élevé (composé modèle) vers
une espèce avec un E01 (médiateur) plus bas est une réaction thermodynamiquement
défavorisée, qui ne sera pas spontanée. Pour que cette réaction se produise, il faut
appliquer une force qui poussera l'équilibre vers la formation des produits, c'est-à-
dire l'oxydation du composé modèle par le médiateur. Le taux d'oxydation du VA par
K4Ru(CN)6, à des concentrations identiques et en absence d'un moyen de forcer la
reaction, est trop lent pour pouvoir observer une oxydation significative. En utilisant
50 fois plus de médiateur que de VA, la réaction d'oxydation se trouve forcée et le

taux est suffisamment élevé pour détecter une diminution de la quantité d'alcool
vératrylique. D'une même façon, une concentration minime de médiateur (0.5 mM)
peut oxyder le VA (2 mM) si un moyen d'oxyder le médiateur de façon soutenue est
utilisé. Ce rôle peut être tenu par la laccase, en présence continuelle d'une quantité

suffisante d'oxygène, ou par une électrode à laquelle un potentiel est appliqué. Le
médiateur sous forme oxydée est donc l'agent qui oxyde les composés modèles mais

pour que le taux d'oxydation des CML soit significatif, il doit être utilisé en
conjonction avec un moyen de l'oxyder de façon continue. Cette observation doit
s'étendre à l'oxydation de la pâte et l'oxydation continuelle du médiateur se doit

u
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d'etre à la base de tout système de délignification. Ceci sera donc pris en compte
dans le développement du système d'électrodélignification de la section 3.4..

En conclusion de ce chapitre, il convient de mentionner que certains
médiateurs se sont démarqués par leur efficacité à oxyder les composés modèles de
la lignine. Le médiateur K4Mo(CN)g est efficace avec le dimère IV lorsqu'il est
oxydé électrochimiquement. Le Ru(CN)6, également oxydé électrochimiquement, est
capable d'oxyder l'alcool vératrylique. Il reste toutefois à étudier les raisons qui font
que certaines réactions ne fonctionnent pas. L'étude de la vitesse de tranfert
d'électrons, présentée au chapitre suivant, pourra fournir plus d'informations sur les
reactions du système laccase-médiateur.

u
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3.3. Etude du transfert d'électrons

La notion d'échange (ou transfert) d'électrons a été abordée à quelques
reprises jusqu'à maintenant sans toutefois avoir été expliquée en profondeur. Les
résultats des expériences décrites dans les sections 3.1. et 3.2. peuvent difficilement
être interprétés pour évaluer la vitesse de transfert d'électrons des réactions menant à
l'oxydation de la pâte ou des composés modèles de la lignine. En effet, les
traitements ont été effectués sur des périodes de plusieurs heures (20 heures par
exemple pour l'étude des CML) afin de s'assurer d'une quantité suffisante de produits
d'oxydation pour l'analyse. Le pourcentage de délignification obtenu lors des
traitements de la pâte ainsi que le pourcentage d'oxydation des CML sont des
résultats difficilement utilisables pour revaluation de la vitesse de transfert des
electrons. Si la réaction d'oxydation est très rapide, il se peut que le résultat obtenu
ait été atteint dans les premières heures ou dans les premières minutes de la réaction.
Puisque dans ces expériences il n'a été tenu compte que de la valeur finale de
délignification ou du pourcentage d'oxydation mesurée après 2 et 20 heures
(respectivement), il est difficile d'en extraire des informations utiles pour
revaluation de la vitesse de transfert d'électrons.

Le système laccase-médiateur utilisé pour effectuer les traitements est

complexe puisqu'il comporte en tout quatre éléments différents, l'oxygène, la laccase,

le médiateur et la lignine (ou CML). L'oxydation de la lignine s'effectue donc par

une série de réactions de transferts d'électrons, rendant impossible revaluation de la

cinétique de chacune de ces réactions à partir d'un seul résultat de délignification. Un

mécanisme simplifié de ces réactions est présenté par les équations 13 et 14.

u

O-, +4H+ +4Mn+L. ^cca5e )4M(n+l)+L, +2H,0
'2 x x •2'

M(n+l)+L. +CML^Mn+L„ +CML*+
x x

(13)

(14)
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L'equation 13 est la représentation la plus simple de la réaction d'oxydation
du médiateur par la laccase. Dans le cas présent, il s'agit d'un composé de
coordination formé de l'ion métallique M"+ est du ligand L (au nombre de x). Le rôle
de catalyseur de la laccase apparaît clairement dans cette réaction chimique.
L'enzyme se retrouve à son point de départ après avoir oxydé quatre équivalents de
substrat pour la réduction d'un équivalent d'oxygène. L'02 est ainsi le véritable
agent oxydant dans cette réaction. Le mécanisme de transfert d'électrons ayant lieu
entre l'oxygène, la laccase et le médiateur est en fait un cycle à neuf étapes dont
1'equation 13 ne représente que l'équation globale. Le lecteur intéressé pourra trouver
un schéma détaillé dans l'article de Solomon et co//.[34]. Il est également difficile de
détailler l'équation 14 puisque les groupements des composés modèles impliqués
dans l'oxydation ne sont pas établis avec certitude. L'oxydation de la lignine est
d'autant plus complexe qu'il y a plusieurs groupements oxydables et que la structure
même de la lignine varie de façon significative d'une espèce de bois à une autre
[128].

Cette complexité limite l'étude de l'effet des conditions utilisées puisque si,
par exemple, un changement de pH provoque une diminution de l'efficacité du
système, il est difficile de statuer si c'est la réaction entre la laccase et le médiateur
ou celle entre le médiateur et la lignine qui est défavorisée. Bref, pour aller plus loin
que la vue d'ensemble donnée par les traitements de la pâte et des composés modèles,
une étude détaillée de chacun des échanges d'électrons du système laccase-
médiateur-lignine est souhaitable.

u

La littérature comporte plusieurs articles portant sur la mesure de la vitesse
d'oxydation de certains composés modèles de la lignine par les médiateurs.

L'oxydation d'une fonction Ca-OH en Coc=0 (voir Figure 25 à la section 3.2.) sur
des composés apparentés à la structure de la lignine par l'octacyanomolybdate(V)
(K4Mo(CN)g) a été étudiée bien avant que ce composé ait été démontré comme étant
un bon médiateur pour la délignification [129]. Ces méthodes ne sont toutefois que
très rarement basées sur l'électrochimie, bien qu'il s'agisse de transfert d'électrons. La
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polarographie a été utilisée depuis très longtemps (plus de 30 ans) pour caractériser
la structure de la lignine [130-132]. Puisque le potentiel des vagues de réduction des
groupements polarographiquement actifs de la lignine varie avec la nature et
remplacement des substituants selon des modèles bien établis [133], il est possible
d'en déduire certaines structures. La polarographie est toujours utilisée aujourd'hui
pour l'étude des liaisons chimiques de la lignine [134] et des composés modèles de la
lignine [134-136]. Cette technique étant difficilement utilisable pour mesurer des
paramètres cinétiques de transfert d'électrons, la voltampérométrie à onde cyclique a
pris de plus en plus de place dans l'étude des réactions médiateur-CML, pennettant
une analyse plus complète de ces réactions [88, 136, 137].

Les réactions de transfert d'électrons impliquant directement la pâte sont
beaucoup plus difficiles à étudier, pour les raisons mentionnées à l'introduction de la
section 3.2.. Tong et coll. [138] ont suggéré une méthode semblable à celle utilisée
pour la mesure de l'indice kappa basée sur la quantité de permanganate de potassium
consommé pour calculer le nombre d'électrons nécessaire à l'oxydation de la pâte.
L'étude de la vitesse de transfert d'électrons des réactions d'oxydation de la pâte peut
aussi être abordée en terme de variation de l'indice kappa en fonction du temps. Ceci
a été démontré pour la délignification à l'oxygène [139, 140] ainsi que par le système
laccase-médiateur [141]. Le taux de consommation de l'oxygène par la laccase a
également été utilisé pour l'étude de la cinétique des réactions d'oxydation de la pâte
[142], des composés modèles [102] et des médiateurs [49]. Finalement, l'oxydation
catalytique d'un susbstrat par la laccase peut être étudiée par des méthodes
spectrophotométriques (suivi de l'oxydation du substrat par changement dans son
spectre d'absorption) [42, 143, 144] et par des méthodes électrochimiques [32, 145,
146].

u

Les paramètres qui seront utilisés ici pour évaluer la vitesse des transferts
d'electrons entre les éléments du système laccase-médiateur sont les constantes de
vitesse de pseudo-premier et de second ordre. Ces constantes ont été mesurées par
voltampérométrie à onde cyclique. Puisque la concentration active de laccase n'est
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pas accessible, il est impossible de calculer la constante de vitesse pour la réaction de
de second ordre de l'équation 16. Par contre, en utilisant un excès d'oxygène, une
activité fixe de laccase ainsi qu'une concentration constante de médiateur, il est
possible de calculer la constante de vitesse pour la réaction de pseudo-premier ordre.
Ces valeurs sont peu représentatives des véritables paramètres cinétiques des
reactions, mais elles permettent toutefois de comparer de façon valable les vitesses
de transfert d'électrons des différents médiateurs.

Les kf, constantes de vitesse de pseudo-premier ordre, représentent la vitesse
de la réaction d'oxydation présentée à l'equation 13. Dû à la complexité du système
étudié la mesure de ces constantes n'a pas pour but d'obtenir des valeurs absolues de
cinétique de transfert d'électron mais plutôt de se munir d'un outil. Les kf ont été
choisis comme outil parce qu'elles sont facilement mesurables en utilisant la
voltampérométrie à onde cyclique et que le système d'oxydation, basé sur des
transferts d'électrons, se prête parfaitement à leur mesure. En comparant la variation
des kf en fonction des différentes conditions, l'impact de ces conditions sur la vitesse
du transfert d'électrons (donc l'efficacité) du système sera évalué.

3.3.1. Utilisation de la VOC pour l'étude des transferts d'électrons

u

Il n'a été question dans la présentation de la voltampérométrie à onde
cyclique (section 2.8.) que du cas où il n'y a qu'une seule espèce en solution.
Lorsqu'une deuxième espèce est ajoutée et qu'elle est susceptible de réagir avec
l'espèce électroactive, la forme du voltampérogramme s'en trouve fortement altérée
(voir Figure 4l). Ce type de réaction est classifiée comme réaction chimique
homogène couplée à une réaction à l'électrode. La lettre C représente la réaction
chimique homogène (en solution) alors que la lettre E signifie le transfert d'électrons
se produisant à la surface de l'électrode, qui est hétérogène. Plusieurs types de
reactions couplées peuvent se produire à partir d'un transfert d'électron(s). Les trois
différentes expériences qui ont été réalisées lors de ce projet et qui seront présentées
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dans cette section entrent dans la catégorie catalytique puisque le médiateur, étant
électrochimiquement et chimiquement réversible, est régénéré sous sa forme initiale
suite à ces réactions. Ce type de système a été décrit en détails par Andrieux et
Savéant [147]. La réaction catalytique est symbolisée par EC' et les mécanismes
appliqués pour décrire le système laccase-médiateur-lignine, sont démontrés par les
equations 15 à 18 [86]. Deux types de réactions impliquant le médiateur sont
nécessaires pour avoir une représentation du système complet. Il y a d'abord la
reaction d'oxydation du médiateur (M) par la laccase (site cuivre Tl) (section 3.3.2.):

E: Mpx + e- ^Z'Mred

C': CUTl2+ + M,ed ;—> Mox + CUTI+
'.(LC-M)

2+

(15)

(16)

et ensuite la réaction d'oxydation par le médiateur (M) de la lignine (section 3.3.4.)
ou des composés modèles de la lignine (section 3.3.3.)^

E:

e:

Mred MOX + e- (17)

Max + Lignine —^ Mred + Lignineoxydée (18)
k(M-Lig)

u

La vitesse à laquelle les réactions 16 et 18 se produisent est représentée par

leur constante de vitesse de pseudo-premier ordre, kf, respective (kf(Lc-M) et kf(M-ug)),
valeurs qui seront utilisées pour comparer l'efficacité des différents systèmes étudiés.
Bien que ces réactions impliquent deux réactifs, les kf mesurées sont des constantes
de vitesse dites de pseudo-premier ordre, puisqu'un des deux réactifs a été ajouté en
quantité excessive (donc constante) par rapport à l'autre. La concentration de ce
réactif demeurant à toutes fins pratiques constante tout au long de la réaction, elle
n'est pas impliquée dans l'équation de vitesse ce qui revient à une équation du
premier ordre, d'où la désignation pseudo-premier ordre. Dans le cas présent, la
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0 lignine et la laccase sont respectivement en excès par rapport à la quantité de
médiateur présent et les constantes kf seront calculées selon la méthode qui est
décrite plus loin. Cette méthode se base sur la mesure par voltampérométrie à onde
cyclique d'un courant catalytique résultant de la régénération de la forme initiale du
médiateur, qui est symbolisée par la flèche en traits pointillés des équations 15 à 18.
Ceci nous ramène donc à la description d'un voltampérogramme résultant de
reactions homogènes couplées à un transfert d'électrons, tel que celui présenté à la
Figure 4l.

3.3.1.1. Mesure de la constante de pseudo-premier ordre

La Figure 4l comporte à la fois le voltampérogramme enregistre avec une
solution du médiateur octacyanomolybdate (K4Mo(CN)g) seul et celui enregistré
après avoir ajouté 5 unités de laccase (Le) à la solution. La forme de la courbe en
pointillée est typique d'une réaction de type EC' [148]. Deux phénomènes sont à
remarquer sur la courbe en présence de laccase: l'augmentation du courant de
réduction (cathodique) et la disparition du pic attribué au courant d'oxydation
(anodique).

u
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Figure 4l. Voltampérogrammes démontrant l'effet catalytique de l'enzyme laccase
sur l'oxydation du médiateur K4Mo(CN)g (MoCN). Le courant catalytique est
remarquable sur le voltampérogramme de gauche enregistré à une vitesse de
balayage de 2 mVs-l mais absent sur celui de droite parce que la vitesse (50 mVs )
est trop grande par rapport à l'oxydation enzymatique.
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0 Ces deux phénomènes sont le résultat de l'oxydation du médiateur
K4Mo(CN)g par la laccase. En effet, si le transfert d'électrons s'effectuant du
médiateur à l'enzyme est suffisamment rapide, l'oxydation se fera par l'enzyme et
non par l'électrode, causant la disparition du pic anodique sur le voltampérogramme.
De la même manière, puisque l'enzyme est toujours disponible (tant qu'il y aura de
l'oxygène) pour oxyder le médiateur, dès que ce dernier est réduit à la surface de
l'électrode, le médiateur est aussitôt réoxydé par la laccase puis réduit à nouveau à
l'électrode. Si la vitesse de balayage est trop élevée (voir Figure 41b), l'enzyme n'a
pas assez de temps pour oxyder le médiateur avant que le potentiel soit retourné à
des valeurs suffisamment élevées et l'oxydation se produit à l'électrode. Le
voltampérogramme est alors identique à celui enregistré sans enzyme. Pour un
balayage à une vitesse donnée, plus la cinétique d'oxydation enzymatique du
médiateur est rapide, plus il y aura de réoxydation du médiateur, causant une plus
grande augmentation du courant de réduction. Ceci peut également être expliqué en
termes des cycles du schéma présenté à la Figure 42. Plus la laccase oxyde
rapidement le médiateur, plus il y aura de cycles de complétés et plus d'électrons
auront été transférés de l'oxygène vers l'électrode. Le courant de réduction du
médiateur sera donc plus élevé. Cet effet est catalytique puisque plusieurs cycles
doivent être complétés pour avoir une augmentation du courant telle que celle de la
Figure 4l a. Le courant du voltampérogramme se nomme donc courant catalytique
(ik) alors que s'il n'y a pas d'effet catalytique (médiateur seul), le courant est le
courant de diffusion (id) tel que décrit à la section expérimentale.

0'2

HzO

Laccase
réduite

Laccase

oxydée

xMédiateur

oxydé

Médiateur
réduit

Electrode
de travail

Figure 42. Représentation du cycle d'oxydation du médiateur par la laccase en
presence d'oxygène. Les électrons sont captés par l'électrode créant un courant dit
catalytique.
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Le courant catalytique ik, mesuré à une v donnée, sera donc plus grand pour

un système dont la cinétique est plus rapide. Le ratio des courants ik/id peut donc être

relié à la constante de vitesse de la réaction d'oxydation. La méthode pour déterminer

ces constantes de vitesse pour le système enzyme-substrat a été développée par Cass

et coll. [74] pour la glucose oxydase en présence du ferrocène comme médiateur.

Cette méthode découle des recherches de Nicholson et Shain [148] sur les principes

fondamentaux de la voltampérométrie à onde cyclique. Cet article [148] démontre

entre autre comment le ratio du courant catalytique sur le courant de diffusion est

relié au paramètre kf/a (voir Figure 43 a).

La méthode consiste donc à mesurer le courant de diffusion id du médiateur

en utilisant une solution dans laquelle il se trouve seul. Le courant de diffusion est

mesure à différentes vitesses de balayage (v). Une quantité connue et précise de

laccase est ensuite ajoutée à la solution de médiateur. Le courant catalytique ik est

mesuré par voltampérométrie à onde cyclique à chacune des vitesses de balayage

utilisées pour mesurer id. Le ratio ik/id est ensuite calculé pour chaque vitesse de

balayage. La valeur de kf/a pour les ratios iic/ia de chaque vitesse est tirée du

graphique de la Figure 43 a. La relation existant entre le ratio ik/id et kf/a a été établie

pour plusieurs systèmes catalytiques par Nicholson et Shain [148]. Pour un système

EC', catégorie dans laquelle se situe notre système, cette relation est donnée par le

graphique de la Figure 43 a. La valeur du facteur a est relié à v (en Vs) par
l'équation suivante:

a = nFv / RT (19)

(J

où n est le nombre d'électrons échangés lors de la réaction catalytique, F, la constante

de Faraday, R est la constante des gaz parfaits et T la température sur l'échelle de

Kelvin. En portant en graphique les valeurs de kf/a en fonction de l'inverse de la

vitesse de balayage à laquelle elles ont été mesurées, il est possible d'extraire la

constante kf à partir de la pente (m) de ce graphique en utilisant l'équation 20. Un

exemple d'un tel graphique est présenté à la Figure 43b. Dans ce cas, la pente



112

n équivaut à 3.03xl0-3 V s-l ce qui, une fois entré dans l'équation 20, donne une valeur
dekf(Lc-M)de0.12s .

kf=mnF/RT (20)
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Figure 43. Calcul des constantes de vitesse de pseudo-premier ordre. En (a) se
trouve le graphique, résultant des travaux de Nicholson et Shain [148] permettant de
relier le ratio des courants à kf/a. La pente du graphique en (b) pennet le calcul de kf
pour l'oxydation du K4Mo(CN)g (0.2mM) par la laccase (5 UmL ), tampon citrate
100mMàpH3.0.

3.3.1.2. Mesure de la constante de second ordre

Il est possible de détenniner la constante catalytique de second ordre, kcai [74]

à partir de kf.

0
kcat = kf / [Le, Lig ou CML] (21)
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La méthode suivie pour revaluation des kcat consiste à mesurer les kf à
différentes concentrations molaires de laccase, lignine ou composé modèle, selon le
type de réaction étudiée. Les valeurs de kf sont ensuite portées en graphique en
fonction de la concentration du réactif à laquelle elles ont été mesurées. La pente de
ce graphique équivaut à la constante de vitesse de second ordre pour la réaction.

Puisque la concentration des deux réactifs est nécessaire au calcul de la
constante de second ordre, il ne sera possible d'utiliser cette constante que pour la
reaction médiateur-composé modèle. En effet, il a été expliqué à la section 2.3.1. que
la concentration molaire active de la laccase ne pouvait être connue avec certitude.

Il a également été démontré que la lignine possède une structure polymérique
complexe et irrégulière, ce qui ne permet pas d'évaluer une concentration (molaire)
précise des groupements oxydables de la pâte. Il n'y a donc que pour la réaction
d'oxydation des composés modèles de la lignine que des valeurs de kcai pourront être
calculées.

3.3.2. Reaction d'oxydation laccase-médiateur

u

Un avantage marqué de l'utilisation de la voltampérométrie à onde cyclique

pour effectuer les mesures de la vitesse de transfert d'électrons des réactions laccase-

médiateur est la simplicité de la méthode. Les voltampérogrammes à différentes

vitesses de balayage (v = l, 2, 5, 10, 20 et 50 mVs ) sont d'abord enregistrés dans les
solutions tampon contenant 0.2 mM de médiateur (volume total de 5 mL). A des
vitesses plus grandes que celles-ci, le courant catalytique est bien souvent
négligeable et aucune modification du voltampérogramme n'est notable (voir Figure
4l). Une quantité précise et constante de laccase (5 UmL ) est ajoutée puis le
balayage est repris à chacune des vitesses mentionnées. Le balayage débute à un
potentiel initial élevé puis le potentiel est diminué lentement. Ceci est réalisé pour
faciliter revaluation du courant catalytique de réduction en évitant d'avoir un courant
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initial non-nul puisqu'en ajoutant l'enzyme le médiateur se trouve à être oxydé. Les
ratios ik/id sont calculés pour chaque vitesse de balayage puis le kf est calculé selon la
méthode décrite à la section 3.3.1.1..

3.3.2.1. Effet du pH

Le pH de la solution peut affecter tous les éléments du système laccase-
médiateur, de la réaction de l'oxygène avec le site T2/T3 à celle du substrat avec le
site Tl. Les propriétés thennodynamiques comme E et la réversibilité des réactions
d'oxydation du médiateur peuvent dans certains cas être modifiées en changeant le
pH. Le potentiel nonnal apparent de certains médiateurs de type N-OH comme le
NHA et l'acide violurique diminue en augmentant le pH [55]. Cette diminution peut
atteindre jusqu'à 200 mV de pH 4 à pH 10, ce qui causera des différences
importantes au niveau de la réactivité de ce médiateur puisque plus la valeur de AE°
(entre la laccase et le médiateur) est grande, plus l'oxydation est favorisée. Il n'y a
pas que les médiateurs avec une fonction pouvant échanger un proton qui possèdent
un E° variant avec le pH. Le graphique de la Figure 44 démontre que si les potentiels
nonnaux apparents de K4Mo(CN)g et de l'ABTS sont pratiquement indépendants des
changements de pH, celui du Fe(CN)e3 subit une forte diminution en augmentant le
pH. Ce comportement s'explique par le fait que certaines formes protonées du
fen-ocyanure comme H2Fe(CN)e existent à bas pH [149]. Le potentiel de ce genre
de complexe est plus élevé que le ferrocyanure non-protoné, ce qui cause
1'augmentation du E avec une diminution de pH [150]. Les conditions utilisées
peuvent donc avoir une grande importance sur les propriétés des médiateurs. Ainsi,
même si le E° du K4Mo(CN)§ est peu sensible au pH, il sera démontré au chapitre
3.4. que sa réversibilité diminue aux pH élevés.

0
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Figure 44. Variation du potentiel normal apparent de trois médiateurs en fonction du
pH. Les E° ont été détenninés par voltampérométrie à onde cyclique (10 mVs-l) en
utilisant l'équation 10. Les solutions tampon: citrate pour pH 3.5 à 5.5, phosphate
pour les autres.

Le potentiel du site Tl de la laccase n'est pas affecté de façon significative

par le pH [151, 152]. Une augmentation du pH signifie cependant un accroissement
de la concentration en ions OH- dans la solution et l'ion hydroxyle étant un inhibiteur
du site actif T2/T3 (où se produit la réduction de l'oxygène en eau) [36], l'activité de
l'enzyme décroît avec une augmentation de pH. Ainsi, le profil de la variation de
l'oxydation d'un substrat en fonction du pH est une combinaison de l'inhibition par
OH' ainsi que du changement de AE°, tel que proposé par Xu [151]. L'oxydation des
médiateurs dont le E° est indépendant du pH ne devrait alors qu'être régie par
l'inhibition OH', résultant en une diminution linéaire du kf(Lc-M) avec l'augmentation
du pH [153-155]. Ceci ne semble pas être le cas pour aucun des médiateurs étudiés,
peu importe si le pH cause une modification de leur E ou non (voir Figure 45).
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représentent l'écart type de trois mesures.
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Bien qu'aucune variation linéaire des kf en fonction du pH ne soit observée,
aucun pH optimal commun n'a pu être déterminé. Les pH maximaux pour
l'oxydation des médiateurs sont même très différents. Les E respectifs du
K4Mo(CN)g et de l'ABTS étant constants sur la plage de pH étudiée et l'inhibition
par OH' n'impliquent pas le médiateur, l'explication doit se trouver ailleurs. La
charge de l'ABTS, contrairement à celle du K4Mo(CN)g, change avec le pH dû à la
presence des groupements sulfoniquessur la structure de l'ABTS [71]. La forme
protonée (donc de charge neutre) de l'ABTS semble effectuer de moins bonnes
interactions que la forme déprotonée, existant à pH supérieur à 3.5. La plupart des
médiateurs de la laccase ayant été utilisés lors de ce projet étant chargés
négativement (voir Figure 46), il se peut que les interactions soit favorisées pour des
substrats avec une telle charge. Un coup d'oeil à la structure du site T1 (Figure 8)
révèle que les acides aminés à proximité du cuivre Tl, histidine et méthionine, sont
chargés positivement à pH acide. Les histidines sont même chargées positivement à
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pH neutre [156] de même que le cuivre T l lorsqu'il est oxydé. L'environnement du
cuivre où s'effectue l'oxydation est donc plutôt positif, ce qui pourrait favoriser
1'interact! on avec des substrats possédant une charge négative.

Selon Xu et coll. [153] les différentes laccases ont de différents pH optimaux
pour leur réaction d'oxydation d'un médiateur (selon le AE° et l'inhibition OH'). De
plus, il existe également d'importantes différences au niveau des profils des courbes
de pH. La structure de l'enzyme dans la région du site actif doit sûrement avoir une
incidence sur l'interaction laccase-substrat. Les molécules de nature organique
semblent mieux réagir avec la laccase de Trametes versicolor que les complexes de
coordination et les pH où le taux d'oxydation est maximal sont également différents.
Ceci suggère davantage l'existance d'une différence dans les mécanismes
d'oxydation par la laccase des différentes classes de médiateur.

Pour toutes ces raisons, il apparaît clair qu'il est erroné de parler de pH
optimal de la laccase et qu'il serait plus juste d'utiliser la notion de pH maximal d'une
reaction laccase-médiateur bien précise. La détermination d'un pH optimal à utiliser
pour la délignification est encore plus complexe puisqu'un troisième élément, la pâte,
entre alors en jeu. Il faut d'abord étudier le système médiateur-lignine avant de
pouvoir définir l'impact du pH sur le système en entier (voir la section 3.3.4.).

3.3.2.2. Effet du potentiel du médiateur

u

L'impact du potentiel normal apparent du médiateur sur le taux de son
oxydation par la laccase a été introduit à la section 1.3.3. en exposant les différentes
caractéristiques d'un médiateur efficace. Le taux d'oxydation d'un substrat par la
laccase est, selon la littérature [55, 151, 157], fortement influencé par la valeur de
AE , la différence entre les potentiels normaux apparents de l'enzyme et du
médiateur.
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Le graphique de la Figure 46 présente la variation des kf(Lc-M) de la réaction
d'oxydation des différents médiateurs en fonction du potentiel normal apparent du
médiateur. Bien que les points soient quelque peu dispersés, la tendance générale des
kf de diminuer lorsque le E0' du médiateur augmente est clairement visible. Lorsque
la valeur de E° se situe très près du potentiel de la laccase, les valeurs de kf(Lc-M) sont
très faibles puisque la réaction de transfert d'électrons est alors
thermodynamiquement défavorisée.

La faible réversibilité de certains médiateurs comme le HBT, le NHA et le

HNNS explique pourquoi ils n'ont pas été inclus dans l'étude. Le médiateur doit en
effet pouvoir échanger des électrons de manière réversible pour qu'un courant

catalytique soit mesurable. Les médiateurs K4Ru(CN)6, [Fe(bpy)3] (€104)2 et [Fe(o-
phen)3] (0104)2 ne sont pas non plus sur le graphique de la Figure 46, mais cette fois-
ci parce qu'il ne sont pas oxydés suffisamment rapidement par la laccase pour
pouvoir observer un quelconque courant catalytique. Les kf(Lc-M) de leur réaction
d'oxydation par la laccase II de Tv se situent sous la limite mesurable.

0
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vitesse d'oxydation par la laccase. Les expériences ont été réalisées à 25°C dans un
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Un autre fait à remarquer est que le kf pour la réaction avec l'ABTS est
nettement supérieur à la tendance générale. Ceci peut être causé par deux facteurs, le
premier étant que les expériences ont été réalisées dans des solutions de pH 4.5, ce

qui est le pH où l'oxydation de l'ABTS par la laccase est la plus rapide mais ce qui
n'est pas le cas pour les autres médiateurs. Il est alors possible que la différence entre
les pH optimaux pour l'oxydation de chaque médiateur puisse être à l'origine de la
faible cohésion des valeurs autour d'une même ligne. Il est également possible que
l'ABTS, de par sa structure, effectue des interactions favorables avec le site actif de
la laccase. Ces interactions pourraient accélérer l'oxydation du substrat, amenuisant
ainsi l'impact du E0' sur le kf. De plus, le cas de l'ABTS est particulier puisque ce
médiateur possède deux vagues d'oxydation et qu'il peut y avoir de la
disproportionnation (voir équation 12, section 3.2.3). La disproportionnation est donc
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un autre mécanisme de réduction de l'ABTS, ce qui pourrait résulter en un courant
de réduction plus grand qui n'est pas totalement causé par la réaction de l'enzyme.

A la lumière de toutes ces informations, il apparaît clairement que le
paramètre ayant la plus grande incidence sur la cinétique d'échange d'électrons du
système laccase-médiateur est le potentiel normal apparent, rejoignant certaines
conclusions tirées de la littérature [51, 55, 157]. La valeur de AE° n'est toutefois pas
nécessairement le seul facteur modulant le taux d'oxydation d'un substrat car les
interactions du médiateur avec certains éléments de stmcture du site actif de la

laccase pourraient avoir une certaine influence favorable ou défavorable sur la
reaction. L'encombrement stérique de la fonction N-OH sur certains médiateurs, par
exemple, peut ralentir le taux d'oxydation de ces derniers [158].

3.3.3. Reaction d'oxydation des CML par les médiateurs

La mesure de la vitesse des transferts d'électrons de la réaction d'oxydation

des composés modèles de la lignine (dimères l et IV et alcool vératrylique, voir la
section 3.2. pour les structures) s'effectue sensiblement de la même manière que celle
utilisée pour la réaction laccase-médiateur. La différence est que la réaction
hétérogène mesurée à l'électrode est l'oxydation plutôt que la réduction, puisque le
médiateur est réduit lorsqu'il oxyde le composé modèle. Si ce processus est
suffisamment rapide par rapport à la vitesse de balayage, il y aura réoxydation du
médiateur par l'électrode et ce, au fur et à mesure qu'il y aura oxydation du CML.
Ceci résulte donc en une augmentation du courant d'oxydation (courant anodique)
qui est par conséquent le courant catalytique. Le balayage doit donc préférablement
s'effectuer d'un potentiel inférieur au potentiel normal apparent du médiateur vers un
potentiel plus élevé.

u
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n Contrairement à la réaction laccase-médiateur, les deux concentrations

(médiateur et CML) sont accessibles, ce qui a pennis le calcul de la constante de
seconde ordre, en utilisant la méthode décrite à la section 3.3.1.2..

Tableau IX. Constantes de vitesse de second ordre (kçai, M-ls ) des réactions
d'oxydation des composés modèles de la lignine par différents médiateurs (tampon
citrate 100 mM, pH 4.5).

CML
Médiateur

Dimère IV Dimère I Alcool vératrylique

ABTSO/*+ n.d.I n.d. n.d.1,2

ABTS•+/++ 138 2.8 1702

HBT 16.5 4.3 "I?"
K4Mo(CN)g n.d. n.d. n.d.

K4Ru(CN)e n.d. n.m.
T n.d.

n.d. = non détectable, aucun courant catalytique n'a été observé
2 Valeur tirée de [88]
3 n.m. = non mesurée

<J

La discussion des résultats du Tableau ÏK peut s'effectuer à la fois sur une
base cinétique et thermodynamique. L'ABTS peut oxyder les composés modèles
suffisamment rapidement pour permettre la mesure des kçai, mais seulement lorsqu'il
est oxydé à sa forme dicationique. Le premier pic d'oxydation (voir Figure 47)
demeure inchangé lors de l'ajout du CML parce que le cation radical ne peut
effectuer l'oxydation, les CML ayant des potentiels d'oxydation trop élevés (voir
voltampérogrammes à la Figure 33), ce qui défavorise la réaction. Aucune
augmentation catalytique du courant anodique n'a pu être observée pour l'oxydation
du K4Mo(CN)g en présence d'un composé modèle. Il a cependant été démontré au
chapitre précédent que le K4Mo(CN)g peut, lorsque oxydé par la laccase ou par
electrolyse, oxyder le dimère IV. Ceci signifie que la réaction d'oxydation, bien que
possible, est trop lente pour pouvoir être suivie par voltampérométrie à onde
cyclique. Le DI et le VA ne sont toutefois pas oxydés par ce médiateur, même après
un traitement de vingt heures, probablement à cause de l'importance de l'écart entre
leurs E respectifs.
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En plus de fournir les valeurs des courants qui sont nécessaires au calcul des
constantes de vitesse, les vol tampéro grammes des réactions EC' donnent plusieurs
renseignements sur le système. Les voltampérogrammes de la Figure 47 démontrent
clairement l'effet catalytique des médiateurs HBT et ABTS (dication). Le tracé du
dimère IV sans médiateur ne donne presque pas de courant, prouvant que
1'augmentation du courant anodique du médiateur n'est pas dû à l'addition des
courants des deux espèces enregistrés individuellement. La superposition de la vague
située à 500 mV des tracés des voltampérogrammes de l'ABTS et de l'ABTS en
presence de DIV démontre en revanche qu'il n'y a pas d'oxydation du DIV par le
cation radical.

L'hexacyanoruthénate (K4Ru(CN)e) aurait dû être en mesure d'oxyder les
CML, du moins le dimère IV, si la réaction d'oxydation ne dépendait que du
potentiel normal apparent. Le E du K4Ru(CN)6 est en effet très similaire à celui du
HBT qui, lui, réagit assez rapidement avec les CML. Ceci démontre que si la
différence des potentiels entre les espèces réactives peut avoir un impact sur la
vitesse de la réaction d'oxydation des CML, d'autres paramètres peuvent avoir
davantage d'influence. Il est intéressant de remarquer que les médiateurs basés sur
des complexes de coordination et dont les réactions n'impliquent que des transferts
d'électrons semblent être moins réactifs, à E° équivalent, que leurs homologues
organiques qui eux peuvent former des radicaux. Le K4Ru(CN)ô demeure néanmoins
un médiateur efficace puisqu'il est capable d'oxyder les CML comme l'alcool
vératrylique aussi bien que le HBT si le temps alloué à la réaction est suffisamment
grand (voir section 3.2.5.)-

(J
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Figure 47. Voltampérogrammes (v = 2 mVs-l) des médiateurs ABTS et HBT (0.2
mM) seuls et en présence du dimère IV (2 mM), démontrant l'augmentation
catalytique du courant d'oxydation.

3.3.4. Reaction d'oxydation de la pâte par les médiateurs

La méthode présentée dans cette section a été mise sur pied par Bourbonnais
et Paice [159, 160] dans le but de développer une nouvelle méthode de détermination
de la quantité de lignine présente dans la pâte (indice kappa). L'application de cette
technique pourrait permettre l'automatisation de l'analyse de l'indice kappa pour
remplacer la méthode de titrage manuelle présentement en usage. La plupart des
méthodes automatisées qui se retrouvent sur le marché sont basées sur des mesures
optiques plutôt qu'électrochimiques [161, 162]. Le principe de base de cette méthode
est similaire à celui qui a permis la mesure des courants catalytiques pour la réaction
médiateur-CML à la section précédente. Les CML sont alors remplacés par les
groupements oxydables de la lignine dans la pâte kraft (voir Figure 48).

u
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Figure 48. Diagramme illustrant le principe pemiettant la mesure du courant
catalytique d'oxydation de la pâte par le médiateur.

(J

La procédure de préparation de l'électrode consiste à réaliser une suspension
de 10 mg de pâte (SWKP-Û2, K = 19.9) dans un millilitre de solution tampon
contenant le médiateur à une concentration de 0.2 mM. Cette suspension de 1% est
ensuite agitée puis centrifugée. La pâte est ensuite retirée puis comprimée sur la
surface de l'électrode en appuyant cette dernière sur une surface plane. Le
compactage de la pâte est important pour que les groupements oxydables de la
lignine se retrouvent à la portée du médiateur, délimitée par sa diffusion. Le
médiateur, une fois oxydé, pourra ainsi diffuser dans la fibre, oxyder la lignine (en se
réduisant) puis retourner à l'électrode pour y être réoxydé et ainsi de suite. Les
electrons provenant de l'oxydation de la lignine sont transférés de cette façon à
l'électrode, générant un courant catalydque d'oxydation proportionnel à la vitesse de
la réaction de la pâte par le médiateur et à la quantité de groupements oxydables
présents dans la pâte, reliée à l'indice kappa. Une relation linéaire peut donc être
établie entre le courant catalytique et l'indice kappa en utilisant le même médiateur et
des pâtes à différents stades du procédé de blanchiment, à condition d'utiliser la
même vitesse de balayage. Cette relation linéaire a été établie pour des pâtes
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provenant de sources semblables et utilisée par Bourbonnais et Paice [159] pour la
determination électrochimique de l'indice kappa.

D'un autre côté, si une seule et même pâte est utilisée, il est possible, en

variant la vitesse de balayage, de déterminer des constantes de vitesse de pseudo-
premier ordre pour la réaction d'oxydation de la pâte par les médiateurs. La constante
de second ordre n'est toutefois pas accessible puisqu'il est difficile d'obtenir une
valeur précise de la concentration molaire des groupements oxydables dans la
lignine. En utilisant toujours la même pâte, les kf seront mesurés, ce qui est un
excellent outil pour comparer l'efficacité des différents médiateurs ainsi que
d'évaluer l'effet de certaines conditions sur les transferts d'électrons.

La mesure des courants catalytiques n'implique que de très petits courants et
la quantité de lignine oxydée lors des expériences est négligeable par rapport à
l'ensemble de celle contenue dans l'échantillon de 10 mg. L'oxydation à plus grande
échelle de la pâte par un médiateur oxydé électrochimiquement sera utilisée à la
section 3.4. afin d'obtenir une délignification notable de la pâte kraft.

3.3.4.1. Evaluation de la méthode

0

La première expérience réalisée avec cette méthode fut de vérifier la relation
des courants mesurés avec les différents paramètres de la voltampérométrie à onde
cyclique. Pour ce faire, de la pâte blanchie (indice K == 0) a été utilisée pour
enregistrer des voltampérogrammes de référence, à différentes vitesses de balayage.
Un exemple de voltampérogramme enregistré avec la pâte blanchie est présenté à la

La pâte kraft blanchie se retrouvant sur le marché possède un indice de blancheur d'environ 90%.
Une quantité minime de lignine est donc toujours présente dans la pâte après le blanchiment, mais
cette quantité étant sous la limite de détection de la méthode, elle ne peut être connue de façon
précise. L'indice kappa se voit attribuer la valeur symbolique de zéro, bien que ceci ne puisse pas être
réellement obtenu.
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Figure 49. Comme le démontre le graphique de la Figure 50, le courant de diffusion
du médiateur K4Mo(CN)s varie de façon linéaire avec la racine carrée de la vitesse
de balayage, tel que prédit par l'équation de Randles-Sevcik pour les systèmes
électrochimiques contrôlés par la diffusion (équation 2). La constante de diffusion du
médiateur avec l'électrode en présence de pâte, qui est calculée à partir de la pente de
la droite des courants anodiques de ce graphique, est cependant plus petite que celle
en solution libre, soit 1.9»10'6 cm2s-l, par rapport à celle qui a été déterminée lors de
ce projet (5.7 ± 0.3)«10-6 cm2s-l et celle provenant de la littérature (5.2 ± 0.1)*10'6
cm2s-l [163]. Cette diminution du coefficient D du médiateur est vraisemblablement
causée par la présence des fibres compactée à la surface de l'électrode, gênant la
diffusion du médiateur. Il est toutefois possible que le courant de diffusion soit
diminué à cause d'une baisse de la concentration du médiateur due à la présence des
fibres.

u

La réversibilité du médiateur est affectée dans ces conditions puisque le

courant cathodique est plus faible que le courant anodique. Ceci signifie qu'une
fraction des molécules de K4Mo(CN)s qui sont oxydées ne seront pas réduites. Cet
effet n'est pas causé par la présence de la pâte car un comportement similaire a été
remarqué en solution libre, dans des conditions identiques. Le pH de la solution est
en cause car la tendance du pic de réduction à être diminué par rapport au pic
d'oxydation a été remarquée pour le K4Mo(CN)8 dans toutes les solutions alcalines.
La constante de diffusion est toujours calculée à partir des courants anodiques
puisqu'en solution libre (sans pâte) à pH 8, la diffusion mesurée à partir des courants
anodiques est la même qu'à pH de 4.5. La réversibilité n'est pas compromise à pH
4.5, ce qui suggère qu'il s'agisse d'un effet relié au pH plutôt qu'à la pâte. Il est
intéressant de remarquer que les voltampérogrammes enregistrés avec de la pâte
blanchie (voir Figure 49) démontrent une séparation d'environ 55 mV entre les pics
d'oxydation et de réduction, ce qui normalement témoigne d'une réaction
electrochinaiquement réversible. Il semble donc qu'il y a une baisse de la
disponibilité des ions Mo5+(CN-)s à être réduits, lorsque le pH de la solution est
élevé. Il semble peu probable que cela provienne de la décomposition du complexe
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n puisque les résultats de la section 3.1.2.2.2. ont démontré qu'il faut plusieurs jours à
pH de 7 pour commencer à noter une diminution de la concentration en K4Mo(CN)s.
Il s'agit toutefois d'une hypothèse à ne pas écarter car il a été rapporté que le
complexe est moins stable dans son état oxydé [64]. Les expériences sur la stabilité
du médiateur ont été réalisées avec l'octacyanomolybdate dans son état réduit.

Lorsque la pâte kraft non-blanchie est utilisée, la réaction hétérogène du
médiateur n'est plus électrochimiquement réversible puisque le médiateur réagit avec
la pâte. Pour cause, le médiateur est réduit suite à sa réaction avec la lignine, ce qui
élimine la réduction électrochimique et le courant (cathodique) qui l'accompagne. Le
courant d'oxydation augmente proportionnellement à la vitesse de la réaction de
transfert d'électrons de la lignine vers le médiateur. Une telle augmentation est
facilement mesurable sur les voltampérogrammes tels que celui présenté en Figure
49.
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Figure 49. Voltampérogrammes enregistrés à 250 mVs du médiateur K4Mo(CN)s
0.2mM lors des expériences réalisées avec les électrodes de pâte blanchie (K=0) et
non-blanchie (K=19.9). Expérience réalisée dans le tampon phosphate 100 mM à pH
8.



128

n

1.2E-06 -i

1.0E-06-I

8.0E-07 -l

s
.J

6.0E-07 -]

4.0E-07 -]

2.0E-07 -l

O.OE+00
0

•Cou rant anodique

•Courant cathodique

•

0.05 0.1 0.15

v1/2(Vs-1)
0.2 0.25

Figure 50. Variation linéaire des courants anodique et cathodique des
voltampérogrammes du K4Mo(CN)8 (0.2 mM) avec l'électrode de pâte blanchie,
selon l'équation de Randles-Sevcik. Les courants (axe y) sont donnés en valeur
absolue.

Les courants de diffusion id permettant de calculer les ratios i>;/id puis les kf,
sont mesurés en utilisant la pâte blanchie pour tenir compte du fait que la diffusion
du médiateur est différente de celle en solution libre.

0

Une autre façon de vérifier que le médiateur oxyde bel et bien la lignine est
d'effectuer plusieurs cycles sur le même échantillon de pâte. Au fur et à mesure, le
courant catalytique diminue et le voltampérogramme redevient, ultimement,
superposable à celui enregistré sur la pâte blanchie (voir Figure 51). La lignine
contenue dans la pâte a donc été irréversiblement oxydée. Il ne s'agit bien sûr que
d'une petite fraction de l'échantillon de 10 mg, soit celle qui est à la surface de
l'électrode.
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Figure 51. Voltampérogramme à plusieurs cycles consécutifs enregistrés à 100 mVs~
avec le médiateur K4Mo(CN)s (0.2 mM) et la pâte kraft non-blanchie en tampon
citrate 100 mM à pH 4.5.

3.3.4.2. Évaluation des différents médiateurs

0

La constante de vitesse du transfert d'électrons de la réaction d'oxydation de

la pâte par les médiateurs a été évaluée pour plusieurs médiateurs, notamment pour
tenter d'établir une relation avec le potentiel normal apparent de ces derniers. La
tendance obtenue, présentée sur le graphique de la Figure 52, n'est pas aussi évidente
que celle de la réaction laccase-médiateur et les points sont moins bien regroupés
autour d'une ligne. L'incidence du E° est néanmoins non-négligeable par son effet
limitant sur la réaction: les médiateurs ayant un potentiel peu élevé ne pourront
oxyder efficacement la lignine dans un laps de temps raisonnable. Au niveau des
médiateurs ayant un E° suffisamment élevé, d'autres paramètres peuvent entrer en
jeu et diminuer l'efficacité des échanges d'électrons. De la même manière que les
radicaux oxydent plus rapidement les composés modèles, l'ABTS semble beaucoup
plus réactif envers la pâte, démontré par son kf supérieur à celui des autres
médiateurs. Comme dans le cas de l'oxydation des médiateurs par la laccase, il est
probable que les résultats varient avec le pH.
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Figure 52. Constantes de vitesse de pseudo-premier ordre (kf, s ) pour l'oxydation
de la lignine de la pâte kraft par divers médiateurs (tampon phosphate à pH 8.0).

3.3.4.3. Effet du pH

u

Tout comme pour la réaction laccase-médiateur, le pH peut, lors de
l'oxydation de la pâte par le médiateur, influencer soit le potentiel normal apparent
du médiateur ou certaines propriétés de la lignine. Les médiateurs dont le E° diminue
en augmentant le pH seront peu efficaces en solutions alcalines pour oxyder la
lignine qui possède un potentiel d'oxydation élevé. La lignine, de son côté, est plus
réactive en milieu alcalin puisque les groupements carboxyliques sont ionisés et donc
plus facilement solubilisables. Les propriétés des médiateurs sont toutefois changées
dans la plupart des cas à haut pH, peut importe que leur E° en soit dépendant ou pas.
Les voltampérogrammes des médiateurs dans des solutions très alcalines sont
déformés, suggérant d'importantes modifications au niveau de la stabilité et de la
réversibilité. La détermination d'un pH optimal reposera cette fois encore sur un

compromis entre ces différents facteurs.
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n La courbe de la Figure 53, avec son profil en forme de cloche, démontre que

la réaction d'oxydation de la lignine est plus rapide sur une plage de pH allant de 8 à
10. Les propriétés telles que le E et la réversibilité de l'octacyanomolybdate étant
pratiquement constantes de pH 4.5 à 9, l'augmentation des valeurs de kf est
vraisemblablement due à la pâte qui devient plus facilement oxydable. A pH élevé, la
perte d'efficacité provient de la diminution de la réversibilité du K4Mo(CN)s. Ce
phénomène, voltampérogrammes à l'appui, sera décrit plus en détails à la section
3.4.2.1..
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Figure 53. Effet du pH sur la vitesse de transfert d'électrons lors de l'oxydation de la
pâte par le médiateur K4Mo(CN)g (0.5 mM).

u

Le potentiel normal apparent du médiateur a un effet important sur les
constantes de vitesse kf pour l'oxydation de la pâte. Puisque le E de certains
médiateurs varie avec le pH, le kf de ces derniers est plus grandement affecté par les
variations de pH que le K4Mo(CN)§ par exemple. De même, il est possible que les
médiateurs dont la forme oxydée comporte un radical réagissent différemment avec
la pâte et que le profil de leur courbes de pH soient différentes de celle du
K4Mo(CN)g. Ces hypothèses restent toujours à être vérifiées.
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La mesure de la vitesse des réactions d'oxydation de la pâte s'avère être utile
pour évaluer et comparer l'efficacité des médiateurs sous différentes conditions. La
principale innovation découlant de l'utilisation de cette technique est qu'elle pemiet
l'étude spécifique de la réaction médiateur-lignine sans avoir recours à la laccase.
Cette approche, la génération de la forme oxydée (active) du médiateur par une
électrode plutôt que par la laccase, pourrait être intéressante pour oxyder la pâte à
plus grande échelle. Cette nouvelle méthode, nommée délignification
électrochimique, constitue une alternative de plus aux méthodes traditionnelles de

blanchiment de la pâte.

u
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3.4. Délignification électrochimique

u

Tel que démontré dans les sections précédentes, la laccase en présence d'un
médiateur rédox peut délignifier efficacement la pâte kraft, ce qui pourrait se traduire
par une diminution des quantités de C1Û2 nécessaires lors du procédé industriel de
blanchiment. Cependant, due à la nature de l'enzyme, l'oxydation du médiateur par la
laccase peut s'avérer comme l'étape limitante du système. Tout d'abord, les enzymes
sont très sensibles aux conditions sous lesquelles elles sont soumises comme le pH et
la température, en plus d'etre inactivées par la présence de certains composés
inhibiteurs comme les ions halogénures (Cl', F', I', Br') et les poisons respiratoires
comme CN', N3" et CO [36, 47, 48]. Une perte notable de l'activité enzymatique a
également été observée à la suite d'un traitement de délignification de deux heures
[112]. Cette inactivation de la laccase est plus ou moins sévère selon la nature du
médiateur utilisé. Certains médiateurs dont la forme oxydée comporte un radical
comme l'acide violurique et le 1-hydroxybenzotriazole peuvent désactiver la laccase
puisqu'ils oxydent certains acides aminés formant la structure de l'enzyme [61, 62].
La laccase nécessite également la présence d'oxygène pour effectuer l'oxydation du
médiateur (Figure 10), de sorte qu'il est impossible d'étudier la délignification en
conditions anaérobiques. Il est toutefois important d'établir l'implication de l'Oz
dans le mécanisme d'oxydation de la lignine afin d'élucider le rôle véritable du
médiateur. Finalement, la laccase limite la gamme des médiateurs utilisables à ceux
qui sont des substrats de l'enzyme, c'est-à-dire ceux que la laccase est en mesure
d'oxyder. Il a été démontré plus tôt dans le texte que ces médiateurs doivent avoir un
potentiel normal apparent près ou inférieur à celui du site de cuivre T l de l'enzyme
pour que le taux d'oxydation soit efficace. Il a également été expliqué que la réaction
d'un médiateur possédant un potentiel rédox élevé est thermodynamiquement
favorable pour l'oxydation de la lignine (voir section l.3.3.), bien que de tels
médiateurs ne soient pas oxydés efficacement par la laccase. Toutes ces
considerations démontrent qu'il y aurait un avantage marqué, tant au niveau de la
recherche que de l'application, à développer une méthode alternative à la laccase
pour oxyder le médiateur.
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0 En se basant sur les expériences utilisant l'electrolyse du médiateur pour
oxyder les composés modèles de la lignine ([88] et section 3.2.3.), il serait
envisageable d'utiliser un système similaire de génération électrochimique de la
forme oxydée du médiateur pour oxyder la pâte. Un tel système
d'électrodélignification, dont le principe est présenté à la Figure 54, permettrait à la
fois de contourner les problèmes inhérents à l'utilisation de la laccase et de comparer
les études des CML avec les résultats d'expériences effectuées sur de vrais
échantillons.

Médiateur
oxydé

Médiateur

Lignine

Lignine
oxydée

Electrode

Figure 54. Représentation simplifiée du mécanisme d'oxydation de la lignine
résiduelle de la pâte par le système d'électrodélignification.

Les technologies électrolytiques dans le domaine des pâtes et papiers est un

sujet bien documenté car elles possèdent des applications dans toutes les étapes de la
fabrication du papier. La plupart des agents de blanchiment traditionnels comme le
chlore, l'hypochlorite, le dioxyde de chlore et l'hydroxyde de sodium sont
synthétisés par des procédés électrochimiques. Ces procédés ont gagné beaucoup
d'intérêt au cours des dernières années puisqu'il s'agit d'une technologie propre et
peu coûteuse.

0

Le rendement de la cuisson du bois en pâte peut être augmenté par l'action de
certains composés comme les polysulfurcs qui vont favoriser les réactions des
produits de cuisson avec la lignine [2]. Les polysulfures, qui sont normalement
générés en ajoutant du soufre à la liqueur blanche (équation 22), peuvent être
synthétisés par oxydation électrochimique (équation 23)[164].
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NazS + xS'

xS2-

0 OH-

' 0V vs ÉNH

Nâ2Sx+l
2-Sxz- + 2(x-l) e-

(22)
(23)

Toutefois, la plupart des systèmes d'electrolyse sont orientés vers la
generation in situ de réactifs de blanchiment de la pâte qui sont connus et déjà
utilises [105, 165-168], dans le but de diminuer les coûts qui sont reliés à leur
production. Le C1Û2 peut être généré par réaction du chlorate avec le vanadium(IV)
qui est par la suite réduit électrochimiquement [164, 169].

C1Û3- + V(IV) + 2H+

V(V) + e-

C1Û2 + H2Û + V(V) (24)

V(IV) (25)

La délignification à l'oxygène peut être rendue plus efficace lorsqu'un
médiateur rédox comme le ferrocyanure est oxydé par une électrode [164]. Le
médiateur (M) agit en synergie avec l'oxygène pour augmenter l'efficacité de

l'oxydation de la lignine [105].

M'(n-l)+ Mn+ + e- (26)

Mn++lignine —°^>M(n-l)++lignine oxydée (27)

u

Les réactions venant d'etre présentées ont comme caractéristique de former
un cycle d'oxydoréduction, c'est-à-dire que les agents intennédiaires sont
continuellement régénérés; ils agissent comme catalyseurs. L'oxydation directe de la
pâte et des composés modèles de la lignine dans une cellule d'electrolyse (milieu
alcalin) a également été étudiée [170] mais les résultats sont limités par le fait que la
lignine présente à l'intérieur des fibres se trouve isolée de l'électrode [164].
L'utilisation de techniques semblables pour imiter l'action de la laccase sur un
médiateur par une électrode pour la délignification a récemment été rapportée par
P&dtbergetcoll. [171].
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La présente section porte sur le développement d'une nouvelle méthode dite

d'électrodélignification, qui utilise l'électrolyse pour générer la forme active
(oxydée) du médiateur. L'effet de diverses conditions sur l'oxydation de la lignine
résiduelle de la pâte kraft par le médiateur octacyanomolybdate ainsi que l'efficacité
de nouveaux médiateurs de complexes de coordinations seront également présentés.

3.4.1. Développement du système d'électrodélignification

La Figure 55 présente le schéma des deux premiers montages pour
l'électrodélignification. Il s'agit de cellules à un compartiment dans lequel se
retrouvent la pâte, la solution de médiateur et les électrodes. Dans les deux cas,
l'électrode auxiliaire (A) est isolée par un pont salin d'agar-KCl afin d'éviter la
réduction du médiateur. L'électrodélignification avec le montage #1 (Figure 55a) n'a
donné que 12.9 % de délignification, ce qui équivaut à l'action de l'extraction
alcaline, probablement à cause de la passivation par la pâte de l'électrode de carbone
vitreux réticulé. En effet, les fibres pénètrent dans les pores de l'électrode de CVR,
ce qui en diminue grandement la surface en contact avec la solution. Afin d'assurer
une agitation efficace du milieu, la consistance de la pâte doit être d'au maximum l
%. Cette valeur est sélectionnée à cause du caractère très insoluble de la pâte; une
consistance de 10 % telle qu'utilisée pour les traitements enzymatiques, forme une
suspension trop dense pour permettre l'agitation. Le montage #2 (Figure 55b),
développé pour éviter la passivation de l'électrode ne s'est pas avéré plus efficace
que le premier (10.5% de délignification). Le circuit des solutions de médiateur n'est
pas linéaire, c'est-à-dire que le médiateur oxydé ne passe pas nécessairement à
travers la pâte avant d'etre retourné à l'électrode et que le médiateur réduit n'est pas
nécessairement entré en contact avec l'électrode pour s'oxyder avant d'etre pompé
vers la pâte. Le troisième montage a été développé dans le but de contrer cette limite
et de maximiser l'oxydation de la solution de médiateur.

0
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Figure 55. Schéma de deux montages pour l'électrodélignification. Contrairement à
la cellule en (a), la pâte n'est pas en contact avec les électrodes dans le montage (b).
La solution de médiateur en (b) (— réduit et -•••••••••••oxydé) est pompée en continue.
L'électrode de travail (T) est en carbone vitreux réticulé (30 pores par pouce), la
reference (R) est Ag/AgCl et l'électrode auxiliaire (A) est un fil de platine torsadé
isolé de la solution par un pont salin d'agar.

u

Ce troisième montage d'électrodélignification à deux compartiments est
présenté à la Figure 56. La pâte est comprimée dans la cellule de gauche à l'aide
d'un piston développant une pression de 690 kPa, créant un bloc de pâte qui est
uniforme. Cette uniformité est très importante afin de s'assurer d'une bonne
distribution de la solution de médiateur à travers le bloc lors du pompage. La cellule
de droite est celle d'électrolyse, où le médiateur est oxydé par une électrode de
travail en carbone vitreux réticulé (T). Cette électrode couvre la totalité de la surface

du fond de la cellule (voir Figure 57), obligeant la solution à passer au travers de
l'électrode pour maximiser le taux d'oxydation du médiateur. L'oxydation du
médiateur s'effectue en appliquant un potentiel entre l'électrode de travail et la
référence à l'aide d'un potentiostat modèle 100-B (Bioanalytical Systems Inc.) en
mode electrolyse. Le potentiostat enregistre également le courant circulant entre
l'électrode de travail et l'électrode auxiliaire permettant l'étude de la charge passée
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dans la solution de médiateur durant l'experience (voir les détails à la section
3.4.2.3.). La solution ainsi oxydée est pompée vers la cellule contenant la pâte. Le
médiateur oxydé réagit alors avec la pâte en oxydant la lignine, ce qui entraîne sa
réduction (voir Figure 58). La solution sortant de la cellule de pâte, qui contient le
médiateur dans son état réduit suite à sa réaction avec la lignine, est ensuite dirigée
vers la cellule d'electrolyse, complétant un cycle. Ce processus s'opère de façon
continuelle.
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Figure 56. Montage pour l'électrodélignification. La cellule de gauche (Pulp)
contient la pâte alors que l'électrolyse s'effectue dans la cellule de droite (BE Cell).
Ces deux cellules sont immergées dans un bain thermostatique (non montré) et la
longueur supplémentaire de tuyau enroulée autour des cellules sert à compenser pour
la perte de température due à la pompe qui est à l'extérieure du bain.
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Figure 57. Vue en détail de la cellule d'electrolyse. Les électrodes sont en carbone
vitreux réticulé (CVR) d'une porosité de 30 pores par pouce. La membrane à dialyse
sert à isoler l'électrode auxiliaire pour éviter la réduction du médiateur.
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Figure 58. Schéma du montage d'électrodélignification. La cellule de gauche
contient le bloc de pâte (£3 ) alors que celle de droite est celle utilisée pour oxyder le
médiateur. L'oxydation se fait à l'électrode de travail (Bj ). La solution de médiateur
oxydé ( ^ ) est pompée à travers la pâte où le médiateur est réduit en oxydant la
lignine. La solution réduite ( ^ ) retourne à la cellule d'electrolyse pour y être
réoxydée.
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0 3.4.2. Electrodélignification avec K4Mo(CN)s

La première expérience réalisée avec cette nouvelle technique fut de

comparer les perfonnances de l'électrodélignification avec celles de la

délignification enzymatique. Le Tableau X démontre que la délignification est

meilleure en oxydant le médiateur K4Mo(CN)8 à 750 et 1000 mV vs Ag/AgCl que

par la laccase. La différence est plus importante à pH 8 qu'à pH 5 car l'enzyme ne

présente presque plus d'activité dans des solutions de pH supérieur à 6. L'activité

résiduelle après le traitement de 2 heures à pH 8 n'est que de l %, contre près de 80

% à pH 5. Hampp et coll. ont également démontré l'efficacité d'un tel système en

utilisant le médiateur acide violurique [172].

u

Tableau X. Comparaison entre l'oxydation enzymatique et électrochimique du
K4Mo(CN)8 (l %) pour la délignification de la pâte kraft (kappa = 19.9) à 60 °C
durant une période de 2 heures sous diverses conditions.

Méthode d'oxydation du
médiateur

Délignification à pH 5
(%)3

Délignification à pH 8
(%)

Contrôle' 16.6 16.6

Laccase, lOU/g pâte 27 ±3 18

Électrode 750 mVT 30 ±2 32.1

Electrode 1000 mV 37.0 33.2

2

3

Le contrôle est une pâte non traitée ayant seulement subit une extraction Ep.
Les potentiels sont exprimés vs Ag/AgCl.
L'écart type a été calculé à partir de trois expériences.

Les résultats du Tableau XI ont pour but de démontrer que la délignification
est bien due à l'action du médiateur oxydé. Ces valeurs démontrent que la solution
tampon (phosphate 100 mM, pH 8) sans médiateur ne donne aucune délignification
significative par rapport au contrôle (extraction Ep seulement), et cela, même si un
potentiel de 1000 mV est appliqué à l'électrode de travail. Ceci a permit de vérifier
que les composés de faible masse molaire qui sont contenus dans la pâte et qui

peuvent être solubilisés dans la solution tampon à 60°C ne semblent pas agir comme

médiateur ou d'agent de délignification. Un résultat similaire est obtenu lorsque le
médiateur K4Mo(CN)g est appliqué sur la pâte (dosages de l et 0. l %) sans avoir été
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0 préalablement oxydé à l'électrode (aucun potentiel appliqué). Ces contrôles
démontrent que l'agent actif du système d'électrodélignification, tel que présenté à la
Figure 54, est bien le médiateur et qu'il doit être oxydé pour effectuer la
délignification de la pâte, confirmant le mécanisme proposé.

Tableau XI. Effet du dosage du médiateur et des traitements de contrôle sur
l'efficacité de délignification de la pâte (tampon phosphate 100 mM à pH 8, 60 °C, 2
heures). Les traitements ont été suivis d'une extraction renforcée Ep.

Condition Potentiel appliqué
(V vs Ag/AgCl)

Délignification
(%)

Contrôle (sans médiateur) 1.0 17.6

K4Mo(CN)g l % Aucun potentiel 18.6

K4Mo(CN)g l % 1.0 32.1

K4Mo(CN)80.1 % 1.0 22.1

Contrairement à la délignification enzymatique où l'activité de l'agent
oxydant décroît tout au long d'un traitement [112], l'électrode fournit un pouvoir
d'oxydation constant. Ceci a permis d'effectuer des traitements sur de très longues
périodes de temps. Étant donné la stabilité du médiateur K4Mo(CN)8 tel que
démontré dans la section 3.1.2.2.1. et la référence [97], il a été choisi pour effectuer
ces traitements de longue durée. Le Tableau XII démontre qu'il reste en effet 4l %
de la quantité initiale de K4Mo(CN)g après 45 heures d'électrodélignification, tel que
mesuré par voltampérométrie à onde cyclique en utilisant l'équation de Randles-
Sevcik (équation 2, section 2.8.1.) qui relie la hauteur des pics des vagues
d'oxydation et de réduction à la concentration de l'espèce électroactive. La Figure 59
présente les résultats de ces traitements de différentes durées. Il est à remarquer que
la délignification a pu atteindre jusqu'à 60 % après un traitement de 45 heures. Bien
que le temps nécessaire pour atteindre cette délignification soit plutôt long (en
comparaison avec le temps de résidence de la pâte dans les usines modernes), il n'en

demeure pas moins qu'il s'agit d'une méthode très prometteuse.

u
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Figure 59. Traitements d'électrodélignification (750 mV vs Ag/AgCl) de différentes
durées (K4Mo(CN)g 1%, tampon citrate 0.1 M àpH 5, 60 °C) et comparaison des
résultats avec la délignification enzymatique (durée de 2 heures). Les traitements ont
été suivis d'une extraction Ep. Le contrôle est un traitement avec médiateur sans
potentiel appliqué et les barres d'erreur représentent l'écart type sur trois
experiences.

Tableau XII. Propriétés de la pâte kraft ayant subit des traitements
d'électrodélignification de différentes durées dans les conditions décrites à la Figure
59.

Durée du
traitement
(heures)

Délignification
(%)

Indicé de
blancheur

(%L

Viscosité

(mPa*s)

Médiateur résiduel
(% de la [] initiale)

Contrôle' 16.8 34.9 14.3 73

2 31.2 44.6 n.m.
T 79

17 48.2 51.5 n.m. 58

45 59.8 53.7 13.5 4l

Le contrôle représente la pâte non traitée avec une extraction Ep.
2n.m. = non mesuré

u

La viscosité a été mesurée pour le contrôle ainsi que pour le traitement de 45
heures (Tableau XII), révélant une diminution mineure de 6 %. Ceci démontre la
sélectivité du médiateur pour la lignine, laissant la cellulose des fibres intacte. Cette
caractéristique est souhaitable afin de préserver la qualité de la pâte.
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Lors des traitements enzymatiques, les réactifs (laccase et médiateur) ont été
soigneusement mélangés à l'échantillon de pâte (10 g) pour s'assurer de la
repartition uniforme du médiateur à travers la pâte avant le début du traitement. Par
contre, dans le système d'électrodélignification (Figure 58), la solution de médiateur
oxydé est continuellement pompée à travers le bloc de pâte de 30 g. Ceci peut causer,
selon les conditions, une variation de l'indice kappa d'une section à une autre de la
pâte. Cette distribution de l'efficacité de délignification provient du fait que la
solution de médiateur oxydé sortant de la cellule d'electrolyse entre en contact avec
le bloc de pâte par la section inférieure. Le médiateur, qui oxyde la pâte assez
rapidement (section 3.3.4.), est réduit lors de cette oxydation dès son entrée dans la
cellule contenant la pâte, ce qui le rend non réactif (puisqu'il est réduit) lors qu'il
parvient à la section supérieure. Ceci explique pourquoi la partie inférieure du bloc
de pâte est plus délignifiée que la partie supérieure, pour les traitements de courte
durée (voir Figure 60a). L'indice kappa d'une section transversale du bloc équivaut à
la moyenne des deux sections inférieure et supérieure et la pâte a été échantillonnée
de cette façon pour tous les traitements afin d'obtenir une meilleure représentation de
l'effet du médiateur sur l'ensemble de l'échantillon de 30 grammes de pâte. Lorsque
le temps d'électrodélignification est prolongé jusqu'à 45 heures, l'indice kappa est
uniforme à travers le bloc (Figure 60b). Ceci suggère que la délignification maximale
qui est possible d'atteindre en utilisant le K4Mo(CN)g dans les conditions décrites a
été atteinte. En effet, pour être en mesure de réagir avec la partie supérieure du bloc,
le médiateur ne doit plus réagir avec la partie inférieure, ce qui signifie que tous les
groupements oxydables par le K4Mo(CN)s ont été effectivement oxydés. La réaction
ne peut s'être terminée faute de médiateur puisque l'analyse de la solution démontre
qu'il en restait toujours 4l % après une période de 45 heures.

u
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Figure 60. Représentation de la distribution spatiale de l'indice kappa à travers le
bloc de pâte contenu dans la cellule d'électrodélignification pour un traitement de 2
heures (a) et de 45 heures (b). Voir les conditions à la Figure 59.

3.4.2.1. Effet du pH

<J

L'effet du pH sur la réaction de l'octacyanomolybdate sur la lignine a déjà été
discuté en détail à la section 3.3.4.3.. Le but des études de pH lors de
l'électrodélignification est donc de vérifier s'il y a corrélation avec les résultats
obtenus précédemment ce qui pennettrait de renforcer les hypothèses alors émises.
La courbe de délignification en fonction du pH présentée à la Figure 61 s'apparente
grandement à celle de la Figure 53, démontrant que la réaction d'oxydation de la
lignine de la pâte kraft par le K4Mo(CN)g atteint un maximum d'efficacité entre les
pH 5 et 8. Tout comme la discussion de la section 3.3.4.3. le mentionnait, une perte
d'efficacité est observable aux extrémités de l'échelle de pH. La légère diminution
du potentiel rédox du médiateur à bas pH défavorise thermodynamiquement la
reaction de transfert d'électrons entre la lignine et le médiateur. A pH élevé, le
voltampérogramme du K4Mo(CN)g démontre une augmentation de la différence
entre le potentiel des pics d'oxydation et de réduction. Ceci signifie que les échanges
d'électrons du K.4Mo(CN)g deviennent moins réversibles à haut pH, donc une
cinétique plus lente. Ces changements démontrés à la Figure 62, bien que mineurs,
peuvent avoir une incidence non-négligeable sur l'efficacité globale du traitement,

d'où l'importance d'évaluer l'effet du pH.
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Figure 61. Variation de l'efficacité de l'électrodélignification, suivie par Ep, par le
K4Mo(CN)8 (l %) en fonction du pH de la solution tampon lors de traitements de 2
heures à 60 °C 0. Le potentiel appliqué est de 750 mV vs Ag/AgCl. Les cercles
représentent les expériences de contrôle dans les même conditions mais sans
médiateur. L'écart type calculé sur la moyenne de trois expériences est représenté
par la barre d'erreur.
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(0.5 mM) en solution tampon de différents pH.
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D'un autre côté, la réactivité de la lignine varie également en fonction du pH,
affectant l'efficacité de la délignification. Cet aspect n'avait pu être étudié en
utilisant la mesure de la cinétique d'échange d'électrons entre le médiateur et la pâte.
Cette variation de la réactivité s'observe sur la Figure 61 où sont inclus les résultats
de délignification obtenus lors des contrôles à différents pH en appliquant un
potentiel sans médiateur. Normalement la pâte est plus apte à réagir à pH légèrement
alcalin (pH près de 10) qu'à pH acide puisqu'en milieu basique les fonctions acides
ou alcool sont ionisées, rendant les fragments de lignine plus facilement
solubilisables, ce qui facilite sa dégradation. Cet effet n'est cependant pas observé
sur ce graphique. Le fait que le pourcentage de délignification soit plus élevé à bas
pH est probablement dû à la présence d'acides hexènuroniques. Ces acides sont
formés dans la pâte lors du procédé kraft et contribuent à l'indicé kappa, c'est-à-dire
qu'ils consomment du permanganate, faussant la mesure du pourcentage de
délignification. Les acides hexènuroniques peuvent être retirés de la pâte par un
lavage acide [173] ce qui fait que la délignification semble meilleure à bas pH. La
presence dans la pâte de certains ions métalliques, comme le fer et le manganèse,
provenant du bois, peut aussi contribuer au profil de pH de la Figure 61. En effet, ces
métaux sont reconnus comme étant des désactivateurs du peroxyde d'hydrogène
utilisé durant l'extraction renforcée [22], ce qui rend cette dernière moins efficace.
Un moyen d'éviter la décomposition du H2Û2 est d'extraire ces ions de la pâte par un
lavage acide. La pâte ayant été en contact avec un milieu acide (pH 2) contient peu
de ces métaux qui se retrouvent solubilisés à bas pH, ce qui expliquerait la tendance
de la courbe des contrôles. Le traitement de délignification n'est donc probablement
pas meilleur à pH 2 mais l'extraction, qui n'est pas affectée par les métaux, y est plus
efficace et les acides hexènuroniques sont retirés.

3.4.2.2. Effet de l'oxygène

0
Afin d'étudier le rôle de l'oxygène dans la délignification par le médiateur

K4Mo(CN)g, des essais ont été réalisés sous conditions anaérobiques pour comparer
les résultats avec ceux obtenus lors des expénences en présence d'02. L'oxygène a
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été retiré du système d'électrodélignification en faisant barboter de l'azote dans la
cellule d'electrolyse durant une heure en maintenant une circulation de la solution de
médiateur (60 °C). Une pression d'azote a aussi été maintenue sur la solution de la
cellule d'electrolyse tout au long des traitements pour éviter la redissolution d'02
provenant de l'atmosphère. De cette façon, 91 % de l'oxygène dissous a pu être
retiré, tel que mesuré par une sonde à Oz (YSI 5905) calibrée à 60 °C (console
modèle YSI 54A). L'extraction a été effectuée en conditions normales, c'est-à-dire

que la pâte a été remise en contact de l'oxygène présent dans l'air dès sa sortie de la
cellule. Les résultats de la section 3.2.4.1. avec les composés modèles suggèrent que
l'oxygène n'a pas d'effet sur les réactions lors de l'extraction alcaline, ce qui évite
d'avoir à faire l'extraction sous atmosphère inerte. Ceci est vrai du moins pour les
groupements non-phénoliques de type P-0-4, qui sont majoritaires dans la pâte kraft.
Les traitements anaérobiques ont donné une délignification de 27.9 ± 0.4 %,

démontrant que l'oxygène n'a pas non plus d'effet significatif sur la délignification.
Ce résultat du traitement anaérobique se situe à l'intérieur de l'intervalle de confiance
des résultats présentés au Tableau X. Ceci vient supporter l'hypothèse selon laquelle
le médiateur agit comme un transporteur d'électrons entre la lignine et l'électrode et
non pas comme un activateur de l'oxygène.

Certains complexes de coordination comme le ferricyanure sont capables

d'accélérer la réaction de délignification à l'oxygène en agissant comme initiateur

des réactions radicalaires menant à l'oxydation de la lignine [167]. Pour ce faire, le
femcyanure capte un électron de la fonction ionisée des groupements phénoliques
[174]:

R-0-+[Fe(CN)6]3- R-0* + [Fe(CN)6]4- (28)

u

De plus, il a été démontré que certaines espèces actives de l'oxygène comme
le radical hydroxyle peuvent oxyder les groupements non-phénoliques de la lignine
[170], réalisant ainsi une délignification. Cette hypothèse avait déjà été présentée à la
section 3.2.1. lors de la présentation des mécanismes pouvant être utilisés par les
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médiateurs pour oxyder la lignine. Puisque les résultats avec et sans oxygène sont
sensiblement les mêmes, les médiateurs tels que l'octacyanomolybdate ne semblent
pas utiliser l'oxygène et le mécanisme d'oxydation du médiateur le plus probable est
celui impliquant le transport d'électrons entre la lignine et l'agent oxydant (laccase
ou électrode).

3.4.2.3. Étude de la charge

Selon la Loi de Faraday (équation 29), la quantité molaire d'une espèce (N)

qui est oxydée par un courant à une électrode peut être calculée à partir de la charge

(Q) qui est passée dans la solution.

Q=nFN (29)

Le nombre de moles d'électrons nécessaire à l'oxydation d'une mole de cette

espèce est représenté par n alors que F est la constante de Faraday (96486 C«mole-l).
Le but de l'étude de la charge est d'évaluer s'il existe une corrélation entre la charge
consommée lors des traitements de délignification et l'efficacité de cette
délignification. Une telle corrélation démontrerait le caractère catalytique du
médiateur, c'est-à-dire sa capacité à être continuellement régénéré à l'électrode pour
réagir à nouveau avec la lignine. La relation entre la quantité d'électrons ayant été
retirés de la lignine pourrait également être utilisée pour prouver le rôle du médiateur
ainsi que pour évaluer la quantité de groupements oxydables de la lignine.

0

La Figure 63 démontre une certaine corrélation entre le pourcentage de
délignification de la pâte et la charge totale passée dans la solution de K4Mo(CN)s (l
%) pour les traitements de courte durée. Après le traitement de 17 heures, la
divergence entre les deux courbes indique qu'il n'y a plus de corrélation entre la
charge et la délignification. Deux explications peuvent être avancées pour expliquer
ce phénomène. Tout d'abord, il a été démontré qu'après 45 heures de traitement, la
délignification maximale possible est atteinte, ce qui cause un plafonnement de la
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courbe des valeurs de délignification. La charge, par contre, augmente
continuellement, dû au fait que la solution tampon est conductrice. Ceci crée un
signal de base qui augmente de façon linéaire tel qu'observé sur les graphiques de
charge en fonction du temps présentés à la Figure 63. Les charges dues au signal de
base ont été mesurées dans les même conditions que les traitements (en appliquant
un potentiel de 750 mV vs Ag/AgCl) mais sans médiateur. Aucune délignification
n'a été observée lors de ces contrôles.
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Figure 63. Efficacité de la délignification (• ) par oxydation électrochimique à 750
mV vs Ag/AgCl du médiateur K4Mo(CN)g (l % sur pâte), à 60 °C et pH 5. La charge
passée durant les traitements ( • ) et les contrôles sans médiateur (A ) est aussi
démontrée.
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Figure 64. Graphiques de la charge totale pour les traitements de 2, 17 et 45 heures
(a, b et e) d'électrodélignification avec le K4Mo(CN)s à l % ( ^—) et les contrôles
sans le médiateur (••"). Les conditions utilisées sont identiques à celles décrites à la
Figure 59.

La seconde explication provient du fait que lorsqu'il y a délignification, la
lignine est fragmentée en composés de faible masse molaire qui peuvent être
solubilisés. Ceci s'accompagne d'une coloration de la solution rcactionnelle due à la
presence de composés aromatiques qui doivent nécessairement provenir de la pâte.
Les spectres de la Figure 65 démontrent la présence de ces composés dans les
solutions recueillies après la délignification, la bande à 250 nm étant représentative
de l'absorption de la lumière par des systèmes aromatiques. Il est raisonnable de
croire que ces composés peuvent également contribuer à la charge associée au signal
de fond.

u
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Figure 65. Le spectre UV-Visible de la solution recueillie après un traitement
d'électrodélignification de 45 h à 60 °C, pH 5, diluée 10 fois (— ) et celui du
traitement contrôle sans médiateur sans dilution (—").

u

Pour bien illustrer la relation entre la charge et la délignification, il est

nécessaire de soustraire le signal de fond de la charge totale mesurée lors de ces

experiences de délignification. Ces valeurs de charge corrigée ont été portées en
graphique en fonction de la diminution de l'indicé kappa, représentant la quantité de
groupements oxydables contenus dans la pâte (Figure 66). Ce graphique démontre
qu'il existe une relation linéaire entre l'indice kappa et la charge corrigée,
representative du taux d'oxydation du médiateur, ce qui montre qu'il y a bien un lien
entre la quantité d'électrons transférés à l'électrode et la quantité de groupements
oxydés dans la lignine. Les valeurs des charges du graphique de la Figure 66 sont au
moins 10 fois plus élevées que la charge nécessaire pour effectuer l'oxydation de
tout le médiateur utilisé lors de cette expérience (58.3 coulombs), tel que calculé par
l'équation 29 (l % de K4Mo(CN)8 sur 30 g de pâte = 6.04*10-4 moles). Le médiateur
semble donc être oxydé de nombreuses fois, effectuant plusieurs cycles
d'oxydoréduction, tel que suggéré à la Figure 54. Ceci confirme l'hypothèse selon
laquelle le médiateur doit agir en véritable agent catalytique afin de réaliser la
délignification de la pâte [88], ce qui est le cas pour l'octacyanomolybdate.
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Figure 66. Correlation entre la diminution de l'indice kappa et la charge corrigée (de
laquelle la charge due au signal de fond a été soustraite). Les conditions sont pH 5,
60 °C et 750 mV vs Ag/AgCl. La durée du traitement est variable.
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Le fait que la droite du graphique de la Figure 66 ne passe pas par l'origine
est dû à l'étape d'extraction alcaline. Cette extraction renforcée au peroxyde
d'hydrogène contribue à une diminution de l'indice kappa de 4 unités en moyenne, ce
qui correspond à l'interception de la droite sur l'ordonnée (x = 0; y= 3.9). La pente
de ce graphique donne la diminution de l'indice kappa par unité de coulomb ayant été
consommé. En sachant qu'une unité de kappa correspond à environ 0.15% de lignine
dans la pâte (30 g) et que la masse molaire moyenne d'une unité de base Cô-Cs de
lignine s'estime à 200 g mole"1, il est possible de calculer le nombre d'électrons ayant
été retirés par chaque unité de lignine. En utilisant l'équation 29, il a été trouvé que
11.3 électrons/unité C6-C3 sont captés à l'électrode, par le biais du médiateur, lors du
traitement d'électrodélignification. A titre de comparaison, 9.0 électrons sont retirés
de chaque unité de lignine par un traitement de délignification à l'oxygène [138].
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3.4.3. EIectrodélignification avec d'autres médiateurs

La technique d'électrodélignification a été utilisée pour évaluer l'efficacité de
certains médiateurs qui, ayant un haut potentiel normal apparent, sont probablement
de bons agents oxydant de la lignine. Leur efficacité n'a pu être évaluée en utilisant
la laccase puisque leur taux d'oxydation par l'enzyme semble être beaucoup trop lent
pour pouvoir réaliser une délignification significative (voir les sections 3.2.5. et
3.3.2.). L'efficacité des médiateurs [Fe(2,2'-bipyridine)3]2+ et [Fe(4,4'-diméthyl-
2,2'-bipyridine)3] est présentée à la Figure 67 en utilisant soit l'enzyme ou
l'électrolyse à 1000 mV vs Ag/AgCl comme moyen d'oxyder les médiateurs. Ces
essais ont été réalisés avec un dosage de 0.1 % de médiateur dans le but d'éviter une
perte de blancheur de la pâte par les complexes de fer qui sont peu solubles et
fortement colorés. Puisque les bipyridines sont des ligands neutres, les complexes de
Fe /Fe sont chargés positivement en solution et les constituants de la pâte étant
chargés négativement, il risque en effet d'y avoir de fortes interactions
électrostatiques. L'adsorption de ces composés est aussi favorisée par la nature
hydrophobique de leurs ligands. Le K4Mo(CN)s, chargé négativement grâce aux
ligands CN-, ne s'adsorbe pas sur la pâte. Les essais à 0.1 % ont également permis de
démontrer qu'il y avait un effet non négligeable de délignification même à ce faible
dosage, point important afin de réduire les coûts associés au médiateur en vue d'une
application potentielle du procédé.

u

Les résultats démontrent que les complexes [Fe(bpy)s] (€104)2 et

[Pe(dmbpy)3](C104)2 peuvent délignifier la pâte kraft lorsqu'ils sont oxydés
électrochimiquement. Leur efficacité est même légèrement supérieure à celle de
l'octacyanomolybdate dans des conditions similaires. Ces résultats sont importants
puisqu'il s'agit de la première fois que ces complexes sont utilisés pour oxyder la
pâte mais encore plus car ils ont permis de confirmer les résultats des expériences de
la section 3.3.4., établissant un lien entre les mesures de cinétique et l'efficacité des
traitements sur des échantillons de pâte.
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4. Conclusion

Les réactions de transfert d'électrons impliquées dans la délignification de la

pâte kraft par le système laccase-médiateur ont été étudiées, principalement grâce à
des méthodes électrochimiques comme la voltampérométrie à onde cyclique et
l'électrolyse. Ces études ont amené de nouveaux éléments pour la clarification des
mécanismes menant à la dégradation par oxydation de la lignine. Les avantages
reliés à l'utilisation de l'électrochimie pour l'étude des réactions du système laccase-
médiateur ont été clairement démontrés. Les résultats obtenus lors de l'étude de ces

reactions ont été appliqués afin de développer l'électrodélignification, un nouveau
procédé de délignification sans chlore. Ce procédé se base sur l'utilisation de

médiateurs stables pour oxyder la lignine de façon électrochimique.

4.1. Nouveaux médiateurs

u

Une réalisation majeure de ce projet a été de démontrer que les complexes de

coordination métal-ligand sont des agents efficaces de délignification lorsque utilisés
en conjonction avec la laccase. Avant cette découverte, les médiateurs étaient
uniquement des composés de nature organique comprenant des éléments de stmcture
aromatique ou des systèmes conjugués. La plupart de ces médiateurs contiennent
également une fonction hydroxyle sur un atome d'azote (N-OH), par où s'effectuent
les transferts d'électrons. La particularité de ces médiateurs est la formation d'un

radical lorsqu'ils sont oxydés, les rendant très réactifs. Les complexes de
coordination sont strictement des échangeurs d'électrons, lesquels sont transférés à
partir de l'atome métallique au centre du complexe. Les ligands ont toutefois une
importance cruciale puisqu'ils déterminent le potentiel normal apparent du complexe,
en plus d'avoir une incidence sur la solubilité du médiateur. Puisque leur état oxydé

ne forme pas de radical, les médiateurs de composés de coordination sont moins
réactifs que leurs homologues organiques. La stabilité de leur état oxydé est
cependant beaucoup plus grande, évitant les problèmes reliés à la formation d'un
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radical comme la dégradation du médiateur et l'inactivation de l'enzyme. Leur
stabilité s'avère être un atout majeur lors de leur utilisation pour

l ' électrodélignification.

u

L'octacyanomolybdate (K4Mo(CN)g) rempli les caractéristiques souhaitables
chez un médiateur efficace: il est stable, électrochimiquement et chimiquement
réversible et est un bon substrat de la laccase. Son potentiel nonnal apparent est
également suffisamment élevé pour pouvoir oxyder la lignine. Lorsqu'il est utilisé
sur la pâte avec la laccase, la délignification obtenue avec K4Mo(CN)s est similaire à
celle avec l'ABTS et le HBT, deux médiateurs efficaces. Le K4Mo(CN)8 a pu être
utilisé à de faibles dosages, jusqu'à 0.1 % sur la pâte, tout en donnant des résultats
(35 %) semblables à ceux obtenus avec cinq fois plus de médiateur (38 %). Autre
caractéristique importante, le K4Mo(CN)s est très sélectif envers la lignine, c'est-à-
dire qu'il ne dégrade pas la cellulose des fibres, chose à éviter pour obtenir un papier
de bonne qualité. Le médiateur demeure toutefois quelque peu coûteux à produire,
bien que le coût réel n'ait pu qu'être estimé à partir de la synthèse réalisée à l'échelle
du laboratoire, le K^MoCCN)» n'étant pas disponible commercialement.
L'octacyanomolybdate est également toxique pour la faune aquatique et cela même
après avoir subit un traitement avec les effluents d'usine. Ces derniers points négatifs
freinent donc l'application du K4Mo(CN)g à grande échelle comme agent de
blanchiment. Les problèmes reliés au coût et à la toxicité pourraient cependant être
évités en envisageant le recyclage du médiateur. La grande stabilité du K4Mo(CN)g a
pennis d'effectuer jusqu'à sept traitements sur des échantillons de pâte sans perte
notable d'efficacité. D a également été démontré que la quantité de médiateur se
décomposant dans les conditions utilisées pour les traitements enzymatiques (pH 5,
température 60°C, à l'abri de la lumière) n'est que d'environ 25 % après plus de 24
heures d'exposition. La décomposition du K4Mo(CN)8 est très importante à pH très
acide et à haute température, ce qui résulte en la formation de quantités équivalentes
de cyanure. Il faut toutefois mentionner que, en se basant sur les résultats obtenus en
laboratoire, la décomposition serait plutôt faible dans les conditions existant dans le
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circuit de mise en pâte kraft. La formation de HCN serait également limitée par
l'alcalinité des liqueurs de cuisson.

La possibilité de détmire le médiateur dans le circuit de récupération des
liqueurs de cuisson pour éviter les problèmes de toxicité a aussi été envisagée, mais
les résultats suggèrent qu'il pourrait y avoir une accumulation du molybdène dans le
système. Il n'a cependant pas été évalué si cette accumulation pourrait avoir un
impact sur le système de mise en pâte.

4.2. Reactions d'oxydation

Les mécanismes menant à l'oxydation du médiateur par la laccase, à
l'oxydation des composés modèles de la lignine par les médiateurs et à la
délignification par les médiateurs ont été étudiés pour déterminer l'impact des
conditions sur l'efficacité du système et pour évaluer la performance des différents
médiateurs. Ce dernier point est particulièrement important afin de cibler les
structures ou les éléments de structure qui font d'une molécule un médiateur efficace.
Ces informations pourront être utilisées afin de développer un médiateur sur mesure
pour la délignification enzymatique ou électrochimique de la pâte kraft.

u

La mesure des constantes de vitesse de pseudo-premier ordre, kf(Lc.M), pour
l'oxydation des médiateurs par la laccase a clairement démontré que le paramètre
ayant le plus d'influence sur la vitesse de la réaction est AE°, l'écart entre les
potentiels normaux apparents de l'enzyme et du médiateur. La relation entre kf et le
E du médiateur est linéaire sur la plage de potentiels des médiateurs utilisés (de -10
à +750 mV vs Ag/AgCl) et diminue avec l'augmentation du potentiel. Ceci est causé
par le fait que la réaction de transfert d'électrons est thermodynamiquement
défavorisée lorsque le AE est faible puisque ce paramètre agit comme une force
motrice pour déplacer les électrons du médiateur vers l'enzyme. D'autres paramètres
peuvent toutefois fortement influencer l'oxydation du médiateur par l'enzyme.
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Certains médiateurs organiques peuvent effectuer des interactions favorables avec le
site actif de la laccase, diminuant l'effet du E sur la vitesse d'oxydation. Le HBT par
exemple est efficacement oxydé par la laccase. Ceci suggère que la structure du site
actif entourant le CUTI agit de façon à faciliter le transfert d'électrons par interactions
favorables avec le substrat. Ces interactions pourraient être favorisées pour certains
types de substrats comme les médiateurs de type N-OH, ce qui expliquerait la
différence entre les taux d'oxydation de ces médiateurs et des complexes de
coordination. La présence continuelle d'oxygène dans la solution en quantités
importantes pourrait aussi contribuer à l'effet catalytique de la laccase poussant
l'équilibre vers la formation des produits d'oxydation.

Le pH est aussi un facteur important lors de l'oxydation d'un substrat par la
laccase. Le pH inïïuence le kf de plusieurs façons: en faisant varier le potentiel
normal apparent du médiateur, en inhibant la réduction de l'oxygène en eau par la
laccase et, dans le cas de l'ABTS, en modifiant la charge du médiateur. Le E des
médiateurs possédant une fonction N-OH augmente de façon considérable en
abaissant le pH. Ainsi, l'oxydation du médiateur par la laccase sera défavorisée alors
que l'oxydation de la lignine par le médiateur sera thermodynamiquement favorisée.
Cet effet a également été remarqué pour l'hexacyanoferrate (K4Fe(CN)ô), puisque le
complexe protoné existe à bas pH et que son E° est plus élevé. À l'opposé, une
augmentation du pH diminue le taux de réduction de 1'02 en HzO puisque les ions
OH' sont des inhibiteurs de la laccase. Finalement, le site actif de l'enzyme étant
chargé positivement, les médiateurs chargés négativement effectueront de meilleures
interactions, facilitant leur oxydation. Le profil des courbes de kf en fonction du pH
est donc un résultat de la combinaison de ces effets, ce qui explique les écarts
importants de pH maximal (Lc-ABTS pHmax = 4.5; Lc-K4Mo(CN)g pHmax = 3.0)
pour les réactions. Il est donc important de retenir qu'il n'y a pas de pH optimal pour
l'enzyme, mais plutôt un pH maximal pour une réaction spécifique de la laccase avec
un médiateur.

<J
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L'étude de l'oxydation des composés modèles de la lignine, soit par la laccase
ou en utilisant une électrode pour oxyder le médiateur a permis d'acquérir des
informations utiles sur les transferts d'électrons impliqués dans ces réactions. Le E°
du médiateur est également un facteur déterminant dans ces réactions puisqu'il
influence, en partie, l'oxydation du médiateur et l'oxydation du CML. Ainsi, même si
la laccase est capable d'oxyder le K4Mo(CN)g, ce dernier n'a donné aucune oxydation
des composés modèles VA et DI qui sont difficilement dégradés à cause de leur
potentiel d'oxydation élevé. L'utilisation de médiateurs ayant un E élevé et qui
pourraient oxyder ces CM.L est limitée par l'oxydation du médiateur par la laccase.
L'électrolyse en appliquant un potentiel élevé à l'électrode s'est avéré être un moyen
d'utiliser des médiateurs comme le [Fe(bpy)3] (€104)2 et le K4Ru(CN)6 pour oxyder
les CML difficilement oxydables. Ces médiateurs ne sont pas oxydables par la
laccase justement à cause de leur E élevé.

L'utilisation de l'électrolyse a permis d'évaluer l'implication de l'oxygène dans

l'oxydation des CML, chose impossible à réaliser en utilisant la laccase puisque cette
dernière nécessite l'oxygène pour effectuer l'oxydation du médiateur. L'02 ne semble
pas intervenir dans toutes les réactions puisque les traitements avec le dimère l et
l'alcool vératrylique effectués sous conditions anaérobiques n'ont pas donné de
différence autant au niveau de la nature des produits formés que de la quantité

fonnée. Dans le cas du dimère IV (liaison P-1), l'oxygène est clairement impliqué
dans la formation du benzaldéhyde, un des deux produits de clivage du dimère IV.
Ainsi en retirant 1'02, il y a beaucoup moins de benzaldéhyde de formé. La quantité
de dimère IV oxydé ne change toutefois pas, de même que la quantité de
vératraldéhyde formé.

0

Une différence au niveau de la réactivité du HBT sur le dimère l a également
été observée. En absence d'oxygène, le HBT démontre une stéréospécificité envers
un des deux diastéréomèrcs du dimère I. Cette spécificité peut cependant s'expliquer
par le fait que le médiateur forme un dioxyde en présence d'oxygène et que le
monoxyde, présent sous conditions anaérobiques, est incapable d'oxyder les deux
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isomères. La différence est donc due au médiateur et non à une différence de la

réactivité du dimère l en présence d'oxygène. Ceci a été confirmé en utilisant l'ABTS
sans Oz, où aucune stéréospécificité n'a pu être observée. Ainsi il serait plausible de
conclure que si l'oxygène peut jouer un rôle dans l'oxydation des composés modèles
de la lignine par les médiateurs, il n'est pas nécessaire à leur oxydation et que les
reactions s'effectuent peut être selon d'autres mécanismes en absence d'oxygène. La
stéréospécificité de la réaction HBT-dimère l a également pennis d'appuyer
l'hypothèse selon laquelle l'oxydation du dimère s'effectue sur la chaîne
interphénylpropane puisque, contrairement aux cycles situés aux extrémités du
dimère, l'accessibilité de la chaîne est différente d'un diastéréomère à l'autre.

Au niveau des réactions d'échange d'électrons entre les médiateurs et les
CML, peu de résultats ont pu être obtenus. Le potentiel du médiateur semble avoir

une moins grande importance par rapport aux traitements électrolytiques d'une durée
de plusieurs heures. La réaction du K4Ru(CN)6 avec les trois CML par exemple
semble inexistante puisque kcai, la constante de vitesse de second ordre, est nulle. Si
le K4Ru(CN)e est continuellement oxydé par l'électrode (traitement de 20 heures),
l'oxydation du VA est cependant complète. Il faut donc conclure que le transfert
d'électrons du CML vers le médiateur existe bien mais qu'il est trop lent pour

pouvoir être mesuré par voltampérométrie à onde cyclique.

Il a également été prouvé que c'est bel et bien le médiateur qui oxyde les
CML. Pour arriver à cette conclusion, une solution de K4Ru(CN)e a été

complètement oxydée électrochimiquement puis retirée de la cellule d'électrolyse.
Une quantité de composé modèle VA a ensuite été ajoutée de façon à obtenir un ratio
de concentration de 50 molécules de K4Ru(CN)6 pour l molécule de VA. De cette
façon, le tiers du VA a été oxydé, démontrant que le K4Ru(CN)e est responsable de
cette oxydation. A un ratio de l pour l, aucune oxydation de VA n'est observée,
démontrant qu'il s'avère essentiel d'oxyder continuellement le médiateur pour
effectuer l'oxydation catalytique des CML.

<J
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L'étude de l'oxydation des composés modèles de la lignine ne pourrait être
complète sans comparaison avec l'oxydation de la pâte. Les constantes de vitesse de
pseudo-premier ordre, kf(M-ug)î ont été mesurées pour l'oxydation de la pâte par
divers médiateurs. Encore une fois, le E° du médiateur semble jouer un rôle
important dans la vitesse de la réaction d'oxydation. L'ABTS réagit cependant plus
rapidement que tous les autres médiateurs utilisés, ceci probablement dû au fait que
la forme oxydée implique un cation radical et que la réaction de disproportionnation

résulte en la formation du dication très réactif. Le profil de kf(M-ug) en fonction du pH
a également été déterminé en utilisant le K4Mo(CN)g. Le pH optimal de la réaction
semble être un compromis entre la réactivité de la pâte, qui augmente avec une
élévation du pH, et les propriétés du médiateur. Bien que le E du K4Mo(CN)g soit
pratiquement indépendant du pH, sa réversibilité diminue aux pH très alcalins. Le
résultat est une courbe de pH très évasée dont le sommet se situe entre 8et 10. n a
été démontré que les complexes de fer [Fe(bpy)3] (€104)2 et [Fe(dmbpy)3] (€104)2
peuvent être utilisés pour oxyder la pâte et que la vitesse de transfert des électrons de
ces médiateurs est semblable à celle du K4Mo(CN)g. Malheureusement, ces

médiateurs ne sont pas oxydés assez rapidement par la laccase pour effectuer une
délignification et il fallait trouver une autre façon d'en tirer profit.

4.3. Electrodélignification

u

Une nouvelle méthode de délignification a été développée dans le but de
palier aux limites imposées par l'enzyme au niveau de la sensibilité aux conditions et
surtout aux médiateurs utilisables. L'électrodélignification a notamment démontré
qu'en oxydant le médiateur t^tMo(CN)g à une électrode avant de le faire réagir sur la
pâte, il est possible d'obtenir une délignification similaire à celle obtenue avec la
laccase pour un temps de réaction identique. Puisque l'activité oxydante de
l'électrode ne diminue pas avec le temps, contrairement à celle de l'enzyme, il a été
possible de pousser la délignification de la pâte jusqu'à 60 % (après 45 heures de
traitement), ce qui semble être le maximum atteignable par ce système. Ce résultat
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est important puisqu'il démontre que la pâte ne peut être totalement oxydée par le
K4Mo(CN)s, une fraction de la lignine devant demeurer inaccessible ou trop
difficilement oxydable. La perte de viscosité attribuable à ce traitement intensif est
nainime (6 %), ce qui démontre la spécificité du médiateur pour la lignine, laissant
les fibres de cellulose intactes.

L'effet de certains paramètres a également été évalué. L'oxygène, une fois de

plus, ne semble pas être nécessaire à l'oxydation de la pâte par le médiateur puisque
le pourcentage de délignification n'est pas affecté par le retrait de 1'02. La courbe de
la délignification en fonction du pH présente un profil similaire à celui obtenu lors de
la mesure des paramètres cinétiques. La diminution de l'efficacité à bas pH est
cependant moins prononcée dans le cas de l'électrodélignification mais ceci est
attribué à l'étape d'extraction. Cette nouvelle méthode a permis de démontrer
l'efficacité des complexes de fer pour la délignification de la pâte. Il apparaît
désormais clairement que si ces complexes ne fonctionnent pas dans le système de
délignification enzymatique, c'est uniquement parce qu'ils ne sont pas oxydés
suffisamment rapidement par la laccase et ce, vraisemblablement à cause de leur E°
élevé.

Un autre avantage de l'électrodélignification est la possibilité de mesurer la
charge nécessaire pour obtenir la délignification de la pâte. Ces résultats ont
démontré que la quantité de médiateur K4Mo(CN)g utilisée pour traiter la pâte a été
oxydée plus de dix fois, démontrant la nécessité du caractère catalytique des
reactions d'oxydation par le médiateur.

u

En terminant, tous ces résultats doivent être considérés comme une tentative

d'évaluer quelles sont les caractéristiques les plus importantes chez un médiateur afin
de rendre le système le plus efficace que possible. Il est cependant difficile d'établir
pourquoi certains médiateurs fonctionnent bien alors que d'autres sont peu efficaces.
Tout comme les médiateurs de nature organique possédant une fonction N-OH sont
de bons médiateurs pour la délignification de la pâte, il se peut que certaines
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structures ou certains ligands favorisent ou défavorisent les réactions de transfert
d'électrons. Les complexes de cyanure, du moins ceux avec le ruthénium et le
molybdène, semblent être efficaces alors que les complexes de fer-bipyridines n'ont
donné aucun résultat positif concernant l'oxydation des CML. La nature de l'atome
métallique central peut y être pour quelque chose, de même que les ligands qui sont
imposants comme les bipyri dines peuvent ralentir le transfert d'électrons avec le
centre métallique. Le fer serait par contre un métal de choix pour le développement
d'un nouveau médiateur du système de délignification enzymatique ou
d'électrodélignification puisqu'il est très abondant, peu coûteux et non-toxique.

En comparant les conclusions obtenues avec les diverses méthodes utilisées
lors de ce projet, certains points sont discordants et nécessitent une attention
particulière. Bien que les composés modèles de la lignine sont supposés représenter
les groupements de la lignine, le système laccase-K4Mo(CN)g, incapable d'oxyder le
dimère I (p-0-4, le type de lien le plus abondant) peut oxyder la pâte. Ceci ne
signifie pas que l'utilisation des CML n'est pas une bonne façon de représenter la
lignine. Une explication plausible serait que la dépolymérisation de la lignine ne
nécessite pas obligatoirement le clivage de tous les liens. La délignification pourrait
s'effectuer par la scission de certains liens, plus facilement oxydables, résultant en la
solubilisation des fragments de lignine. La délignification par les médiateurs
n'oxydant pas les CML serait ainsi possible mais limitée. De façon contraire, des
médiateurs qui oxydent plusieurs types de CML seraient plus susceptibles d'etre
efficaces lors de la délignification puisqu'ils rencontreraient dans la lignine plus de
types de liens accessibles à l'oxydation.

u

Pour ce qui est du potentiel normal apparent du médiateur, il est un facteur
determinant sur les réactions impliquées dans la délignification par le système
laccase-médiateur, malgré que d'autres paramètres viennent toutefois influencer les
reactions de transfert d'électrons.
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Ce projet a donc permis de démontrer l'efficacité des médiateurs basés sur des

complexes de coordination, dont les propriétés de stabilité sont très avantageuses
pour la délignification par le système laccase-médiateur. Un autre avantage de cette
classe de composés est qu'il est facile, en variant la nature des ligands, d'en modifier
les propriétés comme le potentiel, qui a été démontré comme étant un paramètre très
important. Bien que l'application dans l'industrie papetière du système laccase-
médiateur ne soit chose envisageable à court terme, le développement de nouveaux
médiateurs, notamment basés sur des complexes de fer, pourrait en accélérer la
venue. Une grande partie de la recherche présentée dans cette thèse avait pour but de
mieux comprendre et de mieux prédire les mécanismes d'oxydation du système
laccase-médiateur-lignine. Les résultats obtenus pourraient s'avérer d'une grande
utilité notamment pour perfectionner le procédé de bioblanchiment, pour la mise au
point de capteurs appliqués au procédé kraft ainsi que pour développer des méthodes
d'analyse pour l'étude électrochimique du système laccase-médiateur-lignine.
L'électrodélignification s'avère très intéressante grâce au niveau de délignification
qui est possible d'atteindre avec cette technique assez simple, bien qu'il subsiste
quelques points à améliorer.

4.4. Travaux futurs

Les travaux qui pourraient être réalisés à la suite de ce projet peuvent être

divisés en trois catégories. La première de ces catégories regroupe les expériences à
compléter afin d'améliorer la compréhension du système laccase-médiateur et des

reactions de transfert d'électrons qui y ont lieu.

u

Il y a peu à dire à propos des expériences sur l'oxydation des composés
modèles de la lignine puisqu'il s'agit davantage d'une méthode d'évaluation de
l'efficacité d'un système d'oxydation que d'un moyen d'élucider les mécanismes
d'oxydation de façon précise. La mesure des constantes de vitesse pourrait toutefois
être poussée plus loin en calculant les énergies de réorganisation selon la théorie de
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Marcus. Les constantes de second ordre kcai doivent cependant être calculées pour les
reactions enzyme-médiateur afin de pouvoir évaluer si le système obéit à cette
théorie. Ce qui limite cette étude est le fait que la concentration active de la laccase
est nécessaire au calcul de valeurs précises de la constante de vitesse de second ordre
kcat, ce qui n'a pu être réalisé. Une des méthodes qui pourrait être essayée afin de
mesurer cette concentration active serait d'évaluer l'oxydation d'un substrat en
absence d'oxygène ou en bloquant le site T2/T3, siège de la réaction de réduction de
l'oxygène en eau. La quantité de susbtrat ayant été oxydé serait ainsi directement
reliée à la concentration de laccase active.

La seconde catégorie concerne les travaux de recherche sur la nouvelle classe
de médiateurs de la laccase. La première voie à explorer serait celle des complexes
de coordination à partir d'un atome central de molybdène. Les résultats obtenus avec
le K4Mo(CN)8 suggèrent fortement que le molybdène est un bon échangeur
d'électrons. Puisqu'il est de plus peu coûteux et peu toxique [177], d'autres
complexes basés sur ce métal pourraient certainement faire de bons médiateurs. Les
experiences de la section 3.1.2.2.2. ayant clairement démontre que ce sont les ligands
CN- qui sont la cause du caractère toxique du K4Mo(CN)g, un médiateur non toxique
pourrait être obtenu en utilisant des ligands également non toxiques. Ces ligands
auraient avantage à être chargés négativement afin d'obtenir une charge globale du
complexe qui soit négative, ce qui semble favoriser l'interaction avec le site actif de
lalaccase.

0

Finalement, je crois personnellement que les efforts réalisés pour poursuivre
ces travaux devraient être orientés vers le système d'électrodélignification. Il a en
effet été démontré qu'une délignification de 60 % peut être atteinte en utilisant ce
système, ce qui pourrait représenter une diminution importante de la quantité de
C1Û2 nécessaire au blanchiment de la pâte kraft. Ce taux de délignification ayant été
atteint en 45 heures, des efforts devront être apportés afin d'en augmenter l'efficacité
et d'obtenir une délignification aussi importante en un temps plus court, afin de
rendre le système attrayant pour l'industrie.
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L'efficacité du système d'électrodélignification pourrait être augmentée
notamment en utilisant d'autres médiateurs. D'après les résultats obtenus, un
médiateur stable possédant un potentiel rédox autour de l à 1.2Vvs Ag/AgCl
devrait pouvoir effectuer une délignification efficace. L'atome métallique devrait
être choisi pour sa capacité à effectuer des transferts rapides d'électrons. Les ligands
devraient être de petite taille et être choisis de façon à obtenir un complexe chargé
négativement afin de minimiser la perte de médiateur par adsorption sur la pâte.
L'augmentation de l'efficacité en utilisant un médiateur à haut E0' repose sur le fait
qu'en utilisant l'électrolyse il est possible d'appliquer un potentiel plus élevé à
l'électrode de travail, augmentant la vitesse d'oxydation du médiateur. Dans le cas
présent, le potentiel maximal pouvant être appliqué était limité par le matériau utilisé
pour la fabrication de l'électrode. En utilisant un treillis métallique (comme de
l'acier inoxydable par exemple [175]) à grande surface de contact, le potentiel
appliqué pourrait être bien plus élevé. Enfin, si l'oxydation du médiateur à
l'électrode est très rapide, le débit de la solution pourrait aussi être augmenté afin
d'accélérer le processus en général. Bref, il y a encore bien des paramètres qui
pourraient être ajustés afin de permettre l'application de cette technique, mais cette
application repose avant tout sur le développement d'un médiateur possédant les

caractéristiques nommées plus haut.

u
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