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RESUME

L’objectif de cette recherche est de produire de nouveaux matériaux composites a partir
des déchets en plastique (post-consommation) des centres de tri au Québec et des fibres
naturelles d’origine végétale.

En particulier, I'étude a porté sur la combinaison de I'acide polylactique recyclé (PLAr) qui
est I'un des alternatives les plus prometteuses aux polyméres a base de pétrole et les
microfibres de cellulose (MFC) a partir des boues de I'industrie papetiére (boues mixtes
(BM) et boues de désencrage (BD)) et des fibres de chanvre (FC) considérées comme la
nouvelle génération de renforts renouvelables afin de produire des composites
biodégradables et de haute performance mécanique (la résistance a la traction et la
rigidité).

Afin d’améliorer la compatibilité et 'adhésion interfaciale entre la matrice PLAr et les
différents renforts utilisés, les MFC ont été extraites et traitées en utilisant, en premier lieu,
un prétraitement physico-chimique a la soude et, en second lieu, un traitement
enzymatique (laccases et cellulases). Ensuite, I'effet de la concentration des microfibres
cellulosiques traitées (1.5, 3 et 6% en poids sec) a été étudié afin de caractériser les
échantillons de biocomposites développés en termes de taille, morphologie, propriétés
mécaniques (impact et traction) et biodégradabilité.

Les résultats obtenus démontrent que les deux traitements utilisés ont conduit a une
diminution considérable de taille des fibres cellulosiques atteignant plus de 90% pour les
MFC extraits de BD ainsi qu’'une bonne adhésion interfaciale entre la matrice de l'acide
poly lactique recyclé et les différents renforts étudiés. L'analyse de la variance suivie par
le test de Tukey ont montré que les meilleurs biocomposites, en termes de propriétés
mécaniques, sont issus de l'association du PLAr avec les fibres de chanvre (Module
d’Young de 324,53 + 3,10 MPa; résistance a I'impact de 27,61 + 2,94 kd/m?) suivis des
boues mixtes (Module d’Young de 316,59 + 2,80 MPa; résistance a I'impact de 20,47 *
4,24 kJ/m?) et ensuite les boues de désencrage (Module d’Young de 315,58 + 4,31 MPa;
résistance a I'impact de 14,59 + 2,24 kJ/m?) ce qui a été confirmé par diverses techniques
telles que la microscopie électronique a balayage (MEB), la diffraction des rayons X (DRX)
et la spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier (IRTF). Le test de biodégradation
a I'échelle du laboratoire a montré un taux de biodégradation de 1,97% pour les FC, de
1,57% pour les BD puis de 1,35% pour les BM.

Mots clés: nouveau biocomposite, acide polylactique recyclé, microfibres cellulosiques,
prétraitement physico-chimique, traitement enzymatique, tests mécaniques, tests de
biodégradabilité.
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l. PARTIE | : SYNTHESE

1. Introduction

Les préoccupations sur la dégradation de la qualité de I'environnement, en raison des
déchets plastiques, et I'épuisement progressif des ressources fossiles ont provoqué une
prise de conscience collective permettant aux industriels d'innover dans le domaine des
matériaux. D’aprés une étude menée par I'association mondiale «Plastics Europe» en
2015, la production mondiale en matiére plastique a atteint et méme dépassé les 300
millions de tonnes en 2014 contre environ 0,5 million de tonnes en 1950 (Europe, 2015).
Conscient de l'importance de l'intégration du concept de développent durable dans
lindustrie du plastique, les matériaux traditionnels ont été remplacé par de nouvelles
familles de plastique biodégradable issues de ressources renouvelables (Sangeetha et
al., 2016). La production de ces biopolymeres a augmenté, incluant I'acide polylactique
(PLA) qui est le biopolymére le plus utilisé en raison de son faible co(t de production, de
sa disponibilité commerciale et de ses applications potentielles (Avérous, 2008).

C’est un thermoplastique produit par fermentation de différents polysaccharides naturels,
principalement le glucose extrait de 'amidon de mais, de la canne a sucre, de la betterave
a sucre ou du tapioca (Groot et al., 2010). Il peut étre également synthétisé soit par
polymérisation par condensation de I'acide lactique ou par polymérisation par ouverture
de cycle du lactide en présence d'un catalyseur (Sin, 2012).

L'utilisation du PLA a considérablement augmenté depuis de 2008 pour atteindre 1,7
millions de tonnes en 2015. A I'heure actuelle, les technologies de recyclage-valorisation
n’ont pas su s’adapter a 'arrivée massive des déchets du PLA. Le recyclage proprement
dit du PLA n’est pas intéressant techniguement d’aprés une étude menée par Kolstad et
al. (2012). Il a été également constaté que les propriétés mécaniques du PLA recyclé sont
devenues trop faibles pour une application industrielle du polymere (Hamad et al., 2010).
Le PLA est une vraie problématique environnementale a I'heure actuelle et comme une
nouvelle issue, nous proposons le développement de biocomposite : PLA recyclé-fibres
cellulosique. Des travaux préliminaires et antérieurs dans notre équipe ont montré que
lintégration des fibres cellulosiques permet d’aboutir a un biocomposite avec des
propriétés mécaniques améliorées (Laadila et al., 2017). Ce biocomposite pourrait étre
utilisé dans plusieurs applications, en particulier dans l'industrie automobile et dans

I'industrie de construction.



Dans une premiere partie de ce mémoire de maitrise, nous avons fait une étude
bibliographique qui a été divisée en quatre chapitres. Le premier est consacré a la
présentation des généralités sur les matériaux biocomposites a base de biopolymere et
de fibres naturelles. Le second évoque les variétés des biopolymeres biodégradables
ainsi que l'acide polylactique utilisé dans la fabrication des biocomposites. Le troisieme
détaille bien les propriétés des fibres naturelles et 'avantage de leur utilisation comme
renfort. Le quatriéme et le dernier de cette premiére partie décrit les méthodes utilisées
pour le traitement des fibres cellulosiques pour avoir une meilleure adhésion matrice-
renfort.

Dans une deuxieme partie de ce mémoire, on a présenté le matériel et les méthodes
expérimentales utilisés pour le développement des biocomposites ainsi que pour leurs
caractérisations. Ensuite, nous avons présenté la partie interprétation des résultats est
abordée pour traiter les résultats obtenus.

On terminera la présentation de ces travaux par une conclusion ainsi qu’une proposition

de certaines perspectives offertes par cette étude.

1.1.Problématique

L'industrie de I'emballage fait face a de nombreux défis tels que la raréfaction des
ressources pétrochimiques et la persistance de leurs déchets dans I'environnement. C’est
ainsi que de nouvelles solutions écologiques ont apparu sur le marché tels que le cas de
'acide poly-lactique (PLA).

Actuellement, ce bioplastique produit a partir de ressources renouvelables a recu
beaucoup d'attention. Il s’agit du plastique le plus utilisé pour les applications d'emballage
au Québec en raison de ses excellentes propriétés mécaniques, de sa transparence, de
sa biodégradabilité et de sa résistance aux graisses et aux huiles (Tharanathan, 2003).
Cependant, le recyclage et la récupération de ce plastique commence a se poser comme
une grande problématique pour les centres de tri de Québec : les volumes récupérés sont
en croissance continue les cing derniéres années (Recyc-Québec, 2012), les recycleurs
de plastiques n’ont aucun intérét pour 'utiliser étant donné qu’il perd presque la totalité de
ses propriétés aprés un deuxiéme cycle d’injection. En plus, les différents essais de
compostage ont abouti & un échec, le PLAr est considéré officiellement non compostable
(Song et al., 2009).



Afin d’'améliorer les performances mécaniques du PLA et de lui offrir une deuxiéme vie,
notre projet propose une alternative verte basée sur le développement de nouveaux
biocomposites a partir du PLA post-consommation provenant des centres de tri (de
Gaudreau) et des microfibres de celluloses extraites a partir des biosolides de l'industrie
papetiere (boues mixtes et boues de désencrage) et des fibres de chanvre.

En outre, le PLA renforcé par les fibres de cellulose aura des propriétés plus avancées en
plus d’'une biodégradabilité améliorée. Le biocomposite développé dans ce travail offrira

une nouvelle alternative a certains polymeéres classiques couramment utilisés au Québec.

1.2.Hypotheses

Les principales hypothéses de ce travail sont:

e Les fibres de chanvre ainsi que les boues mixtes et les boues de désencrage des
usines de pates et papiers ont des caractéristiques physico-chimiques
satisfaisantes pour renforcer I'acide polylactique recyclé (PLAr) sans détériorer
ses propriétés mécaniques.

o Le traitement enzymatique des biosolides papetiers et des fibres de chanvre
pourrait améliorer les propriétés mécaniques du biocomposite fabriqué en
réduisant I'hydrophobicité et en améliorant 'adhésion interfaciale entre la matrice

de PLAr et les différents types de fibres cellulosiques utilisés.

1.3.0Objectifs du travail

1.3.1. Objectif principal

L’objectif principal de ce travail est d’optimiser la formulation des biocomposites a partir
des matrices polymeres (acide poly-lactique recyclé) et des microfibres de celluloses de
différentes tailles extraites a partir des biosolides papetiers (boues mixtes et boues de
désencrage) et a partir des fibres de chanvre.

1.3.2. Objectifs secondaires

Les objectifs secondaires de ce travail sont:



Extraction des microfibres de celluloses a partir des biosolides papetiers et des
fibres de chanvre en utilisant un prétraitement physico-chimique a la soude (NaOH
10% viv);

Traitement enzymatique et activation de la surface des microfibres cellulosiques
en utilisant les enzymes ligno-cellulosiques (cellulases et laccases) produites par
fermentation a I'état solide;

Optimisation et formulation des biocomposites;

Etude de leffet de la taille et de l'origine des fibres sur les biocomposites
développés en termes de performance mécanique, de résistance, de rigidité et de
biodégradabilité.

1.4.0rganisation du travail

Pour aboutir aux objectifs visés par cette étude, nous avons adopté la démarche

méthodologique suivante :

1.

la premiére partie consiste a faire une extraction chimique des fibres cellulosiques
a partir boues de désencrage et les boues mixtes de I'industrie papetiére ainsi que
les fibres de chanvre comme source de cellulose.

La deuxieme partie de cette étude porte sur la production des enzymes laccases
et cellulases par fermentation a 'état solide (SSF) en utilisant le marc de bleuet
comme substrat de fermentation.

Concernant la troisieme partie, des mélanges seront effectués entre les fibres
cellulosiques traitées préalablement avec les enzymes produites et la matrice de
PLAr a différentes concentrations afin de formuler les biocomposites souhaités.
Ces nouveaux biocomposites seront soumis a une série de tests (tests d’impact
et tests de traction) afin de déterminer leurs propriétés mécaniques dans le but
d’optimiser les quantités de renfort utilisées pour avoir un effet significatif quant a
amélioration des propriétés mécaniques de chacun de ces biocomposites
obtenus.

Enfin, un test de biodégradabilité sera effectué pour les différents biocomposites
formulés. Les échantillons seront enfouis dans le sol et le suivi de la perte de poids
sera fait pour une période de 6 mois. Les résultats obtenus permettront, ainsi, de

déterminer la cinétique de leur biodégradabilité.



Prétraitement physico-chimique

Traitement enzymatique (laccase et cellulase)

!

[ Fibres cellulosiques traitées ]

+

PLA recyclé

bio-composite renforcé

Figure 1: Organigramme récapitulatif des étapes de la démarche méthodologique.




1.5.Sections du mémoire

Outre l'introduction et la conclusion et recommandations, ce travail comprend trois
chapitres en plus d’un article de recherche intitulé * feasibility assessment of the use of

different types of enzymatically treated cellulosic fibers for polylactic acid (PLA) recycling®.

= Le premier chapitre est attelé a la revue de la littérature (renfort, matrice et
biocomposite).

= Le deuxiéme chapitre est consacré a la méthodologie.

= Le troisieme chapitre est dédié a la présentation et la discussion des différents

résultats obtenus ainsi que leur interprétation.



2. Revue de littérature

Dans le présent chapitre, une attention particulieére sera accordée au développement qu’a
connu l'industrie des matériaux composites, plus particulierement, ceux dont tous les
composants, fibres et matrice polymere sont d'origines renouvelables.

Nous évoquerons l'effet du renforcement de I'acide poly-lactique (PLA) avec des fibres

cellulosiques.

2.1.Apercu général sur les biocomposites a base de biopolymere et de
fibres naturelles

2.1.1. Description d’un biocomposite

Les mots-clés tels que "biodégradable”, "biocomposite”, "durable”, "biocompatible”, "vert",
"biosourcé”, "renouvelable", "écologique", et "biopolymére" sont trés courants dans
I'étiquetage des emballages, particulierement, alimentaires. Ceci démontre clairement la
prise de conscience des consommateurs et les nouvelles tendances qui s’orientent de
plus en plus envers les bioplastigues biodégradables. Généralement, le terme
biocomposite couvre les matériaux composites fabriqués a partir de la combinaison soit
de:

1. Polymeéres non biodégradables dérivés du pétrole renforcés de fibres naturelles,

2. Biopolyméres renforcés de fibres naturelles, ou

3. Biopolymeéres renforcés de fibres synthétiques (verre, carbone, etc.).

Les biocomposites sont définis comme des matériaux dont au moins l'un des constituants
proviennent de ressources naturelles (AL-Ogla & Sapuan, 2014). Cela comprend les
matériaux fabriqués a partir de polymeéeres non biodégradables dérivés de pétrole
renforcés de fibres naturelles et de fibres synthétiques renforcées de biopolymeres
comme le verre et le carbone (Mohanty et al., 2002). La troisieme catégorie renferme les
biopolymeéres renforcés par des fibres naturelles, que l'on appelle communément
«biocomposites verts» (John & Thomas, 2008). Les biocomposites biodégradables sont
ceux dans lesquels la matrice polymérique est biodégradable. Ills comprennent deux
familles différentes: bio-sourcées et a base de pétrole. Les matiéres premieres des

polyméres biodégradables sont différents des biopolymeéeres. Les polymeéres



biodégradables peuvent étre créés a partir de matiéres premieres renouvelables ou
pétrochimiques et peuvent étre classés en tant que matrices polymeres verts. De plus, les
biocomposites biosourcés ou parfois appelés composites verts biodégradables sont des
termes utilisés lorsque la fibre et la matrice proviennent toutes les deux de ressources

renouvelables.

2.1.2. Apercu sur les biocomposites renforcés avec des fibres naturelles

Les avancées récentes témoignent bien de l'importance et le potentiel de I'utilisation des
biocomposites dans de nombreuses applications. Mise a part ses propriétés
remarquables, l'utilisation de composites a base de pétrole est devenue peu attrayante
pour de nombreuses raisons, y compris les probléemes d'élimination et de recyclage, ainsi
gue les préoccupations environnementales et sociétales.

Par conséquent, les biocomposites a base de fibre naturelle ont été étudiés récemment
vu leur propriétés remarquables en plus de leur biodégradabilité. Le tableau suivant
présente les études les plus pertinentes que nous avons trouvées et qui ont été faites sur

les biocomposites.



Tableau 1: Ordre chronologique de quelques études faites sur les matériaux a base de biopolymere et de fibres naturelles.

Fibre

Année Biopolymeéres Etude Applications Référence
naturelle
Etudier I'effet du traitement chimique sur la fibre de
Acide polylactique chanvre afin d'améliorer ses propriétés mécaniques . . (Riedel & Nickel,
1999 | Chanvre (PLA) en tant que renfort pour les composites a base de Biocomposites 1999)
PLA
Etudier les effets de différents traitements chimiques
2000 |Jute PHBV de la fibre de jute afin d'améliorer ses propriétés en Biocomposites | (Mohanty et al., 2000)
tant que renfort dans les composites a base de PHBV
. Etudier la biodégradabilité de différents biocomposites
Qhanvre, “.n’ Acide polylactique fabriqués fabriqué a partir de de différentes . .
2005 | fibre de bois - Biocomposites (Lopez et al., 2005)
et riz (PLA) ressources renouvelables et de matériau
biodégradable (PLA)
Fabrication de composites «verts» respectueux de (Huang & Netraval
2007 |Lin - . I'environnement en utilisant des résines a base de Biocomposites 9 '
Résine de soja . . . iy 2007)
concentré de protéines de soja modifiées
Polybutyléne de Etudier la biodégradabilité des biocomposites a base . . .
2009 |Jute succinate (PBS) de PBS et de fibre de jute Biocomposites (Liu et al., 2009)
E’F?ll'yg)yg{osgqbutyrate Etudier l'influence de I'ajout des fibres de lin sur les
2010 |Lin copolymére propriétés mécaniques du PHB et de son copolymere | Biocomposites | (Barkoula et al., 2010)
hydroxyvalérate (HV) 'j'v
Acide polviactique Etudier le comportement physique des biocomposites
2012 |Chanvre (PLA) polylactiq de chanvre et de PLA, en particulier les propriétés Biocomposites (Song et al., 2012)
thermiques et le comportement viscoélastique
. . Etudier le développement et la caractérisation
Acide polylactique PR , - : AR . . . (Porras & Maranon,
2012 |Bambou mécanique d'un matériau composite fabriqué a partir | Biocomposites
(PLA) . 2012)
d'une ressource renouvelable (bambou) et de PLA
Etudier les propriétés mécaniques et de
2012 | Jute Résine de soja biodégradation du jute, de la matrice de soja et de Biocomposites (Behera et al., 2012)
leurs biocomposites
Polyhydroxybutyrate Les biolymeéres de PHB gt leurs blocgmposnes a base _ _ (Michel & Billington,
2012 |Chanvre de chanvre sont soumis a deux procédures Biocomposites
(PHB) TR faos 2012)
d'altération accélérée




Acide polylactique

Etudier l'influence des parameétres de fabrication sur
les propriétés mécaniques du biocomposite bambou-

2013 |Bambou (PLA) PLA préparé par la méthode de moulage par Biocomposites (Rawi et al., 2013)
compression en utilisant la démarche Taguchi
Explorer le potentiel de I'utilisation de biocomposites
2014 | Bambou Acide polylactique entierement verts fabriqués _él pgrtir del ressources Emballage (Rawi et al., 2014)
(PLA) renouvelables dans les applications d'emballage par
rapport aux thermoplastiques classiques
Les composés phénoliques des fibres de lin sont
étudiés plus en détail afin de déterminer I'impact de
. Polyhydroxybutyrate leur modification sur le métgbolig_me des _ Applications
2015 |Lin phénylpropanoides et établir I'utilité des produits AP (Kulma et al., 2015)
(PHB) . . o biomédicales
composés de lin et de PHB dans des applications
biomédicales, en particulier la production de
pansements.
. . Comparer les caractéristiques mécaniques des . .
2016 Eyfcne\ﬂe et '(ASI'_dAE; polylactique biocomposites fabriqués a partir de chanvre / PLA, de | Biocomposites (BaghaezlogiGS)knfvars,
chanvre-Lyocell / PLA et de Lyocell / PLA
Br?;isires et | Acide polvlactioue Ameéliorer les propriétés mécaniques du PLA recyclé
2017 E polylactiq en utilisant les biosolides de l'industrie papetiére Biocomposites (Laadila et al., 2017)
oues recyclé (PLAr) o o .
. traités chimiqguement et enzymatiquement
secondaires
Chanvre, Etudier I'effet d'un traitement physico-chimique couplé
boues Acide polylactique a un traitement enzymatique sur les propriétés
2018 | mixtes et recyclé (PLAN) mécaniques et sur la biodégradabilité des Biocomposites Notre étude
boues de biocomposites fabriqués a partir de PLAr et renforcés
désencrage par les boues papetiéres et les fibres de chanvre
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2.1.3. Applications des matériaux biocomposites

Le marché nord-américain des composites représente environ la moitié du marché
mondial (47%), tandis que I'Europe et I'Asie ont des parts respectives de 28% et 23%
(Summerscales et al., 2010). Les composites a base de fibres naturelles, dépendamment
de la région, sont utilisés dans plusieurs applications. En Amérique du Nord, ils sont
principalement utilisés dans les industries de la construction. De 2000 a 2005, la demande
en matériaux composites renforcés de fibres naturelles a triplé en Amérique du Nord (Ton-
That & Denault, 2007). En Europe, l'industrie automobile est le principal client pour ces
biocomposites (pour principalement réduire le poids total des véhicules). La demande
industrielle en biocomposites a base de fibres naturelles a atteint plus de 100.000 tonnes
en 2010, soit environ deux fois plus qu'en 2005. Tous les principaux constructeurs
automobiles tels que Mercedes-Benz, BMW, Peugeot et Audi utilisent des biocomposites
a base de fibres naturelles dans leurs produits (Ton-That & Denault, 2007). Dans

I'ensemble, la demande sur les biocomposites est en croissance continue.

Mercedes-Benz

_ Compositesworld

=
-3
. 3

Shantou Wallong Technology Co

Figure 2: Quelques applications commerciales de biocomposites a base de fibres
naturelles.
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2.2.Les biopolymeéres

Les biopolyméres sont des polyméres qui sont générés a partir de sources naturelles
renouvelables. lls sont souvent biodégradables et non toxiques. Les matériaux
biodégradables sont définis comme les matériaux qui peuvent étre dégradés par I'action
enzymatique d'organismes vivants produisant, ainsi, du CO,, de I'eau et de la biomasse
dans des conditions aérobies ou produisant des hydrocarbures, du méthane et de la
biomasse dans des conditions anaérobies ( Ren et al., 2009; Guo et al., 2012). lls peuvent
étre fabriqués soit a partir de systemes biologiques tels que les micro-organismes, les
plantes et les animaux, ou ils peuvent étre chimiquement synthétisés a partir de matériaux
biologiques tels que I'amidon, les graisses naturelles, les sucres ou les huiles. Deux
approches sont utilisées pour convertir ces matieres premieres en biopolymeres:

1. L’extraction du polymére natif & partir de tissu végétal ou animal; et

2. La polymérisation chimique ou biotechnologique des monomeres (Flieger et al.,

2003).

La figure 3 illustre schématiquement la variété des plastiques biodégradables.

MATRICE DES BIOPLASTIQUES

Réalisés a partir . ) Sont biodégradables et
de matiéres premiéres matiéres premires réalisés a partir de matiéres
renouvelables S
renouvelables premiéres renouvelables
Biopolymeéres Biopolyméres
Ex. BioPE (PP/PET), PA Ex.PLA, PHA,
biosourcé, PTT amidons
Non "
biodégradable Biodégradable
Polymeéres Biopolymeéres

conventionnels
Ex.PBAT, PBS, PCL

presque tous les plastiques
conventionnels
Ex.PE, PP, PET

Matires premiéres Sont blodégradables

pétrochimiques

Figure 3: Représentation schématique de la diversité de la matiére dégradable (Lapointe,
2012).
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2.2.1. L’acide poly-lactique (PLA)

BN

L’acide poly-lactique (PLA) qui est un polymére produit a partir de ressources
renouvelables, a recu beaucoup d'attention les derniéres années. La matiere premiéere
renouvelable telle que le mais et la canne a sucre est fermentée pour obtenir des
monomeres de lactide et d'acide lactique. La polymérisation en deux étapes du lactide
par ouverture de cycle est la méthode la plus courante pour acquérir le poids moléculaire
élevé du PLA (supérieur a 100.000 Da).

En 2002, Cargill Dow a utilisé environ 300 millions USD pour commencer a produire en
masse son nouveau plastique a base de PLA sous la marque NatureWorks ™ (Flieger et

al., 2003). La figure 4 présente le processus de synthése du PLA.

-
-H,0 -
O 9]
Acide lactique Acide polylactique [PLA)

Condensation
Catalyseur Polymérisation par

ouverture de cycle
Q

OH Polymérisation directe )
n OH ﬁ\

O

O 0

Figure 4: Syntheése de I'acide polylactique (PLA) (Bajpai et al., 2014).

Le PLA présente plusieurs avantages, tels que son obtention a partir d'une source agricole
renouvelable, sa production qui utilise du dioxyde de carbone et offre d'importantes
économies d'énergie, son recyclage et son compostage (dans de bonnes conditions),
ainsi que ses propriétés physiques et mécaniques qui peuvent étre manipulées a travers
I'architecture du polymere (Auras et al., 2004).

Cependant, I'inconvénient du traitement du PLA a I'état fondu est sa tendance a subir une
dégradation thermique, qui influence sa température de traitement et le temps de séjour
dans l'extrudeuse et le canal chaud. Cela affecte la recyclabilité du PLA (Hamad et al.,

2011). Plusieurs rapports ont montré que le PLA est thermiquement instable au-dessus
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de sa température de fusion. La présence d'humidité a un effet particulierement important
a des températures plus élevées car elle induit une hydrolyse. Ainsi, il faut veiller a ce que
le PLA ne subisse pas de dégradation pendant le traitement. Cependant, le séchage des
échantillons avant utilisation ou le traitement sous atmosphére d’azote est recommandé.
Du point de vue codt sur le marché, le PLA est comparable avec celui du polyéthylene
téréphtalate (PET) et plus élevé que le polyéthylene (PE) et le polypropyléne (PP).
L'attention primaire du PLA en tant que matériau d'emballage a ciblé les films de haute
valeur, les thermoformages rigides, les conteneurs d’aliments et de boissons et les
papiers d’emballage. Cependant, étant donné que les technologies de production sont en
évolution, cela peut réduire les colts de production du PLA. A ce moment-13, il pourrait
étre utilisé dans une plus large gamme de produits d'emballage.

Tableau 2: Produits PLA commercialisés dans le monde.

Marque Entreprise Pays

NatrueWorks Ingeo® | Cargill Dow Etats-Unis (PLLA PDLA PDLLA)
Resomer® Evonic Allemagne (PLLA, PDLLA)

L series, D series Corbion Hollande (PLLA, PDLA)
Futerro® Futerro Belgigue (PDLLA)

Lacea® Mitsui Chem Japon (PLGA)

TERRAMAC UNITIK japon

ECODEAR™ Toray japon

REVODE Hisun Chine

2.3.Les fibres naturelles pour les biocomposites

2.3.1. Avantages et inconvénients

L'intérét croissant pour les fibres naturelles est principalement da a leur faible densité, qui
est généralement 1,25-1,50 g / cm?® par rapport a celle des fibres de verre qui est de 2,6
g/ cm?, permettant aux fibres naturelles de fournir une résistance spécifique et une rigidité
supérieures dans les matériaux plastiques (Hariharan & Khalil, 2005). L'autre moteur clé
de la substitution des fibres naturelles pour le verre est lié au prix faible des fibres
naturelles (200-1000 US $/ tonne) par rapport au verre (1200-1800 US $/ tonne) (Jawaid
& Khalil, 2011). Les fibres naturelles offrent également plusieurs avantages car elles sont

recyclables, biodégradables, abondantes, présentent de bonnes propriétés mécaniques,
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fournissent de meilleures conditions de travail et sont moins abrasives a I'équipement par
rapport aux fibres synthétiques communes, ce qui peut contribuer a des réductions de
codts significatives (Faruk et al., 2014). Toutes ces caractéristiques rendent leur utilisation

treés attrayante pour la fabrication des composites a matrice polymere.

Tableau 3: Comparaison entre les fibres naturelles et les fibres de verre (Wambua et al.,
2003).

Fibres naturelles Fibres de verre

Densité est deux fois celle des fibres

Faibles densités
naturelles

Faible codt aussi mais supérieur a celui des

Faible colt fibres naturelles

Renouvelables et recyclables Non renouvelables et recyclables
Large distribution Large distribution

Non abrasives aux machines Abrasives aux machines

Aucun risque de santé en cas d'inhalation | Risquées pour la santé en cas d'inhalation

Biodégradables Non biodégradables

Cependant, les chercheurs qui ont travaillé dans le domaine des fibres naturelles et des
biocomposites conviennent que ces sources renouvelables présentent certains
inconvénients, tels qu'une mauvaise mouillabilité, une incompatibilité avec certaines
matrices polymeériques et une forte absorption d’humidité (Duhovic & Jayaraman, 2008;
Faruk et al., 2014). Les principales différences entre les fibres naturelles et les fibres de
verre sont indiquées dans le tableau 3 ci-dessus. Le probleme le plus courant des
biocomposites a fibres est par rapport a l'adhérence fibre-matrice. La mauvaise
adhérence entre les polyméres hydrophobes et les fibres hydrophiles des biocomposites
renforcés aux fibres naturelles peuvent conduire a des propriétés mécaniques plus faibles.
Par conséquent, un bon lien entre la matrice et les fibres est essentiel. Dans un
biocomposite renforcé par des fibres, la matrice joue un réle important dans le transfert
de la charge appliguée aux fibres rigides a travers les contraintes de cisaillement a
l'interface. La totalité des capacités des fibres dans le biocomposite ne peuvent pas étre
exploitées si l'adhérence est médiocre a l'interface, tout en laissant le composite sensible
aux attaques environnementales qui peuvent l'affaiblir, réduisant ainsi sa durée de vie.
Ces propriétés peuvent étre améliorées par des traitements physiques et chimiques (El-

Sabbagh, 2014; Le Moigne et al., 2014). Les fibres cellulosiques sont des composés
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hydrophiles et sensibles a I'hnumidité, ce qui peut affecter leurs propriétés mécaniques et
physiques et conduire a des variations dimensionnelles des biocomposites. Leur teneur
en humidité peut varier entre 5% et 10%. Les autres inconvénients des fibres naturelles
sont la sensibilité a I'humidité, I'hétérogénéité et la faible stabilité thermique. La
dégradation thermique des fibres naturelles est un processus a trois étapes. La premiéere
étape, de 250 a 300 °C, est attribuée aux composants de faible poids moléculaire tels que
I'hnémicellulose. Le deuxieme processus de décomposition est observé dans la gamme de
température 300-400 °C et est associé a la dégradation de la cellulose ainsi que le
troisieme est observé autour de 450 °C et il est d0 a la dégradation de la lignine (Lee &
Wang, 2006; Tajvidi & Takemura, 2010). La dégradation des fibres naturelles est un
aspect crucial dans le développement de biocomposites a base de polymeres et de fibres
naturelles et peut limiter l'utilisation de certains thermoplastiques.

La dégradation thermique des fibres entraine également la production de matieres
volatiles a des températures de traitement au-dessus de 200 °C. Cela peut conduire a
des produits polyméres poreux avec des densités et des propriétés plus faibles (Reddy &
Yang, 2007; Reddy & Yang, 2009). Les principaux avantages et inconvénients de
I'utilisation des fibres naturelles dans la fabrication de biocomposites sont présentés dans
le tableau 4.

Tableau 4: Avantages et inconvénients des fibres naturelles (Sreekumar et al., 2007;
Duhovic & Jayaraman, 2008; Jawaid & Khalil, 2011).

Avantages Inconvénients
Un poids spécifique inférieur entraine une
résistance spécifique et une rigidité
supérieures a celles du verre

Propriétés mécaniques plus faibles, en
particulier la résistance aux chocs

Ressources renouvelables Hétérogénéité

Production a faible investissement et a Sensibilité & 'umidité

cout réduit

Faible abrasion Stabilité thermique faible

Non toxique Faible durabilité

Abondamment disponible Mauvaise résistance au feu
Biodégradable Faible adhésion entre la fibre et la matrice

fluctuation des prix selon les résultats de la

Recyclage thermique possible récolte ou de la politique agricole
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Une grande variété de fibres peut étre appliquée en tant que renfort de structure.
Cependant, les fibres naturelles ont trois catégories principales en fonction de leur origine,

comme le montre la figure 5 ci-dessous.

Fibres

E= =

Figure 5: Catégories de fibres naturelles (Duhovic & Jayaraman, 2008; Jawaid & Khalil, 2011;
Rowell, 2008).

2.3.2. Les fibres de cellulose

La cellulose est I'un des composés organiques les plus abondants trouvés dans la nature.
La cellulose est insoluble dans I'eau et dans les solvants organiques, mais peut gonfler
dans plusieurs liquides protiques et aprotiques polaires. Le manque de solvant approprié
a été l'une des principales raisons de son exploitation limitée. L'Organisation des Nations
unies pour l'alimentation et I'agriculture (FAQ) a estimé qu'environ 3,2 milliards de m® de
cellulose existent sur terre, dont environ 1% seulement est utilisé (Hatakeyama &
Hatakeyama, 2006). La cellulose peut étre obtenue a partir des arbres, certaines algues,
champignons, bactéries et certains animaux. Lorsque la cellulose est dissoute dans une
solution, elle est appelée cellulose régénérée. En comparaison avec les renforts
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inorganiques, certains des avantages de I'utilisation de la cellulose comme renforcement
de la matrice polymere sont sa nature renouvelable, sa faible densité, sa surface
relativement réactive due a la présence de groupes hydroxyles (modification de surface
possible), et son faible colt (Azizi Samir et al., 2005).

La fibre cellulosique est un polymere linéaire polydispersé de B (1,4) -D-glucose et a une
configuration syndiotactique. Les unités de {3 -D-glucose existent dans la configuration de
chaise “C; qui est la conformation d'énergie la plus basse. La figure 6 montre la structure
de la cellulose dans sa configuration de chaise (Nevell & Zeronian, 1985).

HCHOH

Figure 6: Structure de la cellulose (Nevell & Zeronian, 1985).

En raison de la liaison hydrogéne entre les groupes hydroxyles des molécules adjacentes,
les chaines de cellulose s'agrégent pour former une fibrille. Une fibrille est un faisceau de
molécules stabilisées latéralement par une liaison hydrogéne entre des molécules
adjacentes. L'arrangement moléculaire de ces faisceaux fibrillaires est appelé
microfibrilles. Une microfibrille contient plusieurs fibrilles élémentaires qui sont a leur tour
composées de multiples chaines de cellulose. La disposition des microfibrilles est
suffisamment réguliére pour présenter une structure cristalline aux rayons X (Sun et al.,
2004).

Les microfibrilles ont une largeur d'environ 10 a 30 nm et peuvent contenir 2 a 30.000
molécules de cellulose. Comme mentionné précédemment, la cellulose peut étre naturelle
(native) ou artificielle (régénérée). |l est trés difficile de trouver de la cellulose a I'état pur.
Quand elle est dérivée de sa plante source, la cellulose est associée a d'autres
substances comme la lignine et I'hémicellulose. En plus de la lignine et de I'hémicellulose,
un certain nombre de composants non structuraux tels que des cires, des sels
inorganiques et des substances azotées sont également présents (Fry, 2001). La figure 7

montre le schéma de la structure hiérarchique du bois (Levy et al., 2002).
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2.3.3. Structure cristalline de la cellulose

Tz

Empilement de Structure microfibrille

microfibriles dans 7 AUA
1a parol de la cellule [ 2 ﬁ//
e 7

Microfibrille

Structure moléculaire

Cellulose cristalline

OH OH AOH O
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Figure 7: Schéma de P'organisation structurelle de la paroi cellulaire végétale (Source:
Office of Biological and Environmental Research of the U.S. Department of Energy Office
of Science).

Chez les plantes, la cellulose est synthétisée par des protéines CESA (Cellulose
Synthase) intégrées dans la membrane plasmatique disposées en groupes hexameres
appelés particules de rosettes (Kimura et al., 1999).

On pense que les cristallites de cellulose sont imparfaites, le modele traditionnel de la
cellulose a deux phases décrit les chaines de cellulose comme contenant a la fois des
régions cristallines (ordonnées) et amorphes (moins ordonnées). La structure cristalline
de la cellulose (figure 8) implique une structure dans laquelle tous les atomes sont fixés
en position discréte I'un par rapport a l'autre. Une caractéristique importante du réseau
cristallin est que les molécules constitutives des microfibrilles individuelles sont
suffisamment serrées pour empécher la pénétration non seulement par des enzymes,
mais méme par de petites molécules telles que I'eau. Alors que sa résistance a la
dégradation enzymatique peut poser des problémes, un gros avantage de la cellulose est
son homogénéité (Lynd et al., 2002; Park et al., 2010; Horn et al., 2012).
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Des régions cristallines hautement ordonnées sont intercalées avec des régions
contenant de la cellulose désorganisée ou amorphe, qui constituent 5 a 20% de la
microfibrille. De nombreuses études ont montré que la cellulose (désordonnée ou
amorphe) est hydrolysée rapidement que la cellulose partiellement cristalline; ce fait
soutient l'idée que le degré initial de cristallinité est important pour déterminer la
digestibilité enzymatique d'un échantillon de cellulose. La cristallinité, est une mesure de
la fraction pondérale des régions cristallines, et est I'une des plus importantes propriétés
mesurables de la cellulose qui influe sur sa digestibilité enzymatique (Levy et al., 2002;
Vaaje-Kolstad et al., 2010).

Zone cristalline

Ol o O

on O OH
RO

Extrémité non réductrice Extrémité réductrice

C1 formant une liaison glycosidique C1 Libre

Figure 8: Structure cristalline et amorphe de la cellulose (Koyama et al., 1997).

2.3.2.1. Fibres de chanvre

Les fibres de chanvre connaissent une utilisation croissante comme renforcements dans
les matériaux composites, remplacant souvent les fibres de verre. Trouvé dans le liber de
la plante de chanvre, ces fibres ont une résistance et une rigidité spécifiques qui sont
comparables a celles des fibres de verre. Les propriétés physiques et mécaniques de ces

fibres sont encore en exploration.
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Il a été montré (Yang & Kokot, 1996) que la dégradation thermique des fibres naturelles
se produit généralement en deux étapes: une a 220-280 ° C et l'autre a 280-300° C. La
premiére gamme est associée a la dégradation de I'hémicellulose, tandis que la seconde
est associée a la dégradation de la cellulose et de la lignine. Pour les fibres de chanvre,
Prasad et al. (2005) ont montré que le chauffage des fibres entre 160° C et 260 °C entraine
un ramollissement de la lignine conduisant & I'ouverture des faisceaux de fibres en fibres
individuelles. L'effet était plus prononcé pour les fibres chauffées dans I'air que pour celles

en environnement inerte (azote).

Tableau 5: Composition chimique et propriétés mécaniques de la fibre de chanvre en
comparaison avec d’autres fibres naturelles (Bledzki et al., 1996; Mohanty et al., 2002; Li et
al., 2007).

- N . : Module |Résistance
: Cellulose | Hémicellulose | Lignine |Pectine |Elongation ) R .
Fibre (%) (%) (%) (%) (%) d’Young | a la traction

(GPa) (MPa)

chanvre |70.2-74.4 |17.9-22.4 2.7-57 0.9 1.6 550-900 |70
coton 82.7 5.7 1 - 3-10 287-597 |5.5-12.6
Lin 71 18.6-20.6 2.2 oo 1232 345-1500 | 27,6-80
Jute 61-71.5 |13.6-20.4 11-12 0.2 15-1.8 393-800 |10-30
Sisal 67-78 10-14.2 8-11 10 2-14 400-700 |9-38

2.3.2.2. Biosolides de l'industrie papetiére

Les biosolides papetiers, également appelés boues de l'industrie papetiére, sont
considérés comme des matériaux cellulosiques (Jang & Lee, 2000) car ils sont
principalement composés de fibres cellulosigues et de matériaux inorganiques. DU a leurs
compositions, ils ont le potentiel de remplacer les renforts classiques tels que le talc, le
carbonate de calcium et l'argile (Son et al., 2001).

Les boues de papier ne sont pas considérées comme une menace majeure en termes de
métaux lourds (Boni et al., 2004) et peuvent étre introduites dans les résines phénoliques
(Jang et al., 2000) ainsi que dans les thermoplastiques a bas point de fusion comme le
polypropyléne (PP) (Jang & Lee, 2000).

Généralement, les matériaux cellulosiques sont largement utilisés dans les résines
thermodurcissables phénoliques et autres car ils réduisent le rétrécissement pendant le
moulage, ce qui entraine une résistance aux chocs améliorée des produits finis (Simitzis
et al., 1996).
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Par exemple, les biocomposites de boues de papier / PP peuvent étre utilisés comme
matériaux de construction dans les batiments domestiques et industriels ainsi que dans
la fabrication de meubles. L'inconvénient de telles applications est par rapport a leur
inflammabilité qui peut étre améliorée en ajoutant des matériaux ignifuges (Jang & Lee,
2000).

2.4. Le traitement des fibres cellulosiques

La performance mécanique des biocomposites polymeres dépend principalement de
guelques facteurs clés, y compris les propriétés physiques des composants individuels (a
savoir la matrice et les fibres de renforcement), l'interaction entre la fibre et la matrice, et
I'orientation des fibres de renforcement. La nature hautement polaire et hydrophile de la
surface des fibres les rend difficiles a lier avec la matrice non polaire couramment utilisée,
par ex. polyoléfine. Par conséquent, l'interface fibre-matrice faible n'est pas efficace pour
le transfert des contraintes, conduisant a de mauvaises propriétés mécanigues des
biocomposites (Ren et al., 2012a; 2012b; Ren & Li, 2013). Outre l'interface faible, les
fibres naturelles ont tendance a s'agréger et ne peuvent pas bien se disperser dans une
matrice relativement non polaire dans le processus de fabrication. Clairement, sans
distribution uniforme de la fibre dans la matrice, le composite ne peut pas atteindre une
performance optimisée. De plus, la surface hydrophile peut facilement absorber I'humidité
et provoquer l'affaiblissement des biocomposites.

Par conséquent, le traitement de surface des fibres naturelles est essentiel pour améliorer
les performances mécaniques des biocomposites, car les traitements peuvent renforcer
I'interface fibre-matrice et réduire la sensibilité a I'humidité (Qiu et al., 2012).
Actuellement, un large éventail de méthodes de traitement de surface a été étudié, qui se
répartissent en trois grandes catégories, a savoir le traitement chimique, le traitement
physico-physico-chimique et le traitement biologique. Comme il y a beaucoup de rapports
sur la modification de surface des fibres cellulosiques, nous nous concentrerons ici sur

les traitements utilisés (traitement physico-chimique et enzymatique) dans notre projet.
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Figure 9: les différents types de traitement des fibres cellulosiques.

2.4.1. Traitement alcalin

L'alcalinisation (ou mercerisation) est une méthode courante pour le traitement physique
des surfaces de fibres naturelles. Dans cette méthode, les fibres lignocellulosiques sont
immergées dans une solution aqueuse de I'hydroxyde de sodium (NaOH) pendant un
certain temps. La solution de NaOH dissout la lignine, la cire et les huiles de la surface de

la fibre et laisse une surface cellulosique propre et poreuse.

Tableau 6: Les paramétres du traitement alcalin des fibres (Saheb & Jog, 1999; Mwaikambo

& Ansell, 2002).

Temps (h)

Concentration (%)

Température (°C)

2-72

2-100

25-200

Ce traitement conduit & des propriétés mécaniques spécifiques plus élevées car la
cellulose a des propriétés mécaniques bien supérieures a celles de la lignine et augmente
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également la surface spécifique conduisant a une meilleure interaction avec la matrice.
Le principal inconvénient de cette approche est l'augmentation du comportement
hydrophile des fibres naturelles ce qui se produit en raison de la plus forte concentration
de groupes hydroxyle sur les molécules de cellulose par rapport a la lignine. C'est
pourquoi cette méthode est généralement proposée avec d'autres méthodes de
modification chimique telles que I'addition de silanes ou d'anhydride maléique (Bledzki &
Gassan, 1999).

Fibres— OH+ NaOH — Fibres— 0 —-Na++ H,0 + impuretés de surface

(a) (h)

Cire et huiles

Cellulose

Figure 10: Illustration schématique de la microstructure de la fibre cellulosique (a) avant
traitement et (b) apres traitement alcalin (Mwaikambo & Ansell, 2002).

Sgriccia et al. (2008) ont étudié l'effet du traitement alcalin sur les propriétés
morphologiques et I'absorption de I'eau de plusieurs fibres naturelles. Les fibres ont été
immergées dans une solution a 5% d'hydroxyde de sodium pendant une heure a
température ambiante. lls ont conclu, par microscopie au MEB, que le traitement alcalin
des fibres de chanvre conduisait a I'élimination partielle de I'némicellulose et de la lignine
de la surface des fibres. Comme présenté dans la figure 11, la surface des fibres de
chanvre est beaucoup plus claire apres l'alcalinisation. Les auteurs ont toutefois signalé
gue l'alcalinisation des fibres augmentait leur absorption d'eau. Aprés 700 heures

d'immersion dans de l'eau distillée, les composites époxys a base de chanvre non traité
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absorbaient environ 16% d'eau, tandis que le chanvre traité a la soude présentait une

absorption d'eau d'environ 22%.

Figure 11: Micrographies MEB de (a) fibres de chanvre non traitées et (b) fibres traitées ala
soude (Sgriccia et al., 2008).

2.4.2. Traitement enzymatique

Par rapport a dautres techniques de traitement de surface, l'utilisation d'agents
biologigues tels que les enzymes et les champignons attire davantage I'attention en raison
de leur processus plus écologique (Gulati & Sain, 2006; Fuqua et al., 2012; Lee et al.,
2011).

En particulier, I'étude et I'application du traitement enzymatique ont rapidement augmenté,
car elles offrent quelques avantages par rapport aux traitements chimiques
conventionnels. Tout d'abord, le traitement enzymatique est plus doux, écologique et a
faible consommation d'énergie, un processus sans solvants et trés spécifique. Les
systemes enzymatiques pourraient étre recyclés si nécessaire (George et al., 2014).
Deuxiemement, il permet d'améliorer la propreté de la surface des fibres ainsi que la
séparation de leurs faisceaux. Le traitement enzymatique pourrait éliminer sélectivement
les composants hémicellulosiques et pectiques dans la fibre de cellulose et puisque la
pectine lie 'ensemble la fibre, sa dégradation provoquera une séparation améliorée entre
les fibres.

Tibolla et ses collegues ont préparé des nanofibres de cellulose a partir de la peau de

banane par un traitement chimique et enzymatique a la fois (Tibolla et al., 2014). Dans

25



leur procédure, le procédé de traitement chimique comprend un traitement alcalin, un
blanchiment et une hydrolyse a I'acide tandis que le traitement enzymatique comprend un
traitement alcalin et une hydrolyse par la xylanase, qui est une enzyme hydrolytique. Bien
gue les deux méthodes fournissaient des nanofibres de cellulose isolées, on a constaté
gue I'hydrolyse enzymatique est moins efficace pour éliminer les composants de la lignine
gue le blanchiment et I'hydrolyse a I'acide, et donc des suspensions de nanofibres moins
pures comme le montre la figure 12. Dans d'autres études, on a constaté que le traitement

enzymatique pouvait conduire a une croissance beaucoup plus rapide des moisissures

sur les fibres traitées (Nykter et al., 2008).

Figure 12: Images TEM de nanofibres de cellulose aprés un traitement chimique; et b traitement
enzymatique comprenant un traitement alcalin. Barre d'échelle 2000 nm (Tibolla et al., 2014).

1.4.2.1. Laccase

La laccase est une enzyme oxydoréductase qui contient quatre atomes de cuivre liés a
trois sites oxydatifs. Les laccases peuvent étre trouvées dans de nombreuses plantes,
champignons et micro-organismes, mais les champignons sont connus pour étre les
principaux producteurs de laccase. La laccase est connue pour provoquer la
polymeérisation ainsi que la dépolymérisation des composés de la lignine par des réactions
radicalaires (Felby et al., 1997a).

Les radicaux libres formés par I'oxydation enzymatique conduisent a la dépolymérisation
de substances polymériques comme la lignine (Hammel, 1997) et & une gamme de
polluants. Ces radicaux libres pourraient également se réticuler et se polymériser.
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Chacune de ces réactions est favorable a une application spécifique. Les laccases, en
raison de leur grande spécificité de substrat, sont proposées pour Il'oxydation des
polluants industriels, y compris ceux de l'industrie textile (Fu & Viraraghavan, 2001) et les
polluants du sol tels que les phénols chlorés (Baldrian et al., 2006).

Dans l'industrie des péates et papiers, la laccase a été appliqguée commercialement pour
la délignification de la pate (bioblanchiment) (Bourbonnais & Paice, 1990) et a également
été proposée comme adhésif pour la production de panneaux de fibres. Dans la premiéere
application, il se produit une liaison des fibres de bois par activation de la lignine
superficielle par oxydation catalysée par une laccase (voir figure 13) au lieu d'adhésifs
synthétiques toxiques (Felby et al., 1997). Cette adhésion est liée a la formation de
radicaux libres dans la matrice de lignine des fibres qui réagissent entre elles pour former
des liaisons covalentes dans la fabrication de matériaux composites a base de
lignocellulose tels que les panneaux de fibres (Couto & Herrera, 2006). De plus, les fibres
lignocellulosiques peuvent étre fonctionnalisées par les laccases afin d'améliorer les
propriétés chimiques ou physiques des produits fibreux (Lund & Ragauskas, 2001). Cette
application, c'est-a-dire la greffe de différents groupes fonctionnels sur les surfaces des
fibres, peut donner des matériaux fibreux avec des propriétés complétement nouvelles

telles que I'hydrophobicité ou la charge (Couto & Herrera, 2006).

Laccase

Figure 13: Les trois centres oxydatifs de la laccase.
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1.4.2.2. Cellulase

Les cellulases sont les enzymes qui hydrolysent les liaisons 3-1,4 dans les chaines de
cellulose, libérant des oligosaccharides, du cellobiose et du glucose. Elles sont produites
par des champignons, des bactéries, des protozoaires, des plantes et des animaux
(Chapin et al., 2002).

Les cellulases sont des enzymes inductibles par des substrats cellulosiques, qui sont
synthétisés par une grande diversité de microorganismes comprenant a la fois des
champignons et des bactéries au cours de leur croissance sur des matériaux
cellulosiques. Ces microorganismes peuvent étre aérobies, anaérobies, mésophiles ou
thermophiles (voir tableau ci-dessous). Parmi ces microorganismes, les genres de
Clostridium, Cellulomonas, Thermomonospora, Trichoderma et Aspergillus sont les
producteurs de cellulases les plus étudiés (Sukumaran et al., 2005; Kuhad et al., 2011).
Les champignons A. niger, A. nidulans, A. oryzae et A. terreus, en particulier A. niger,
produisent de grandes quantités de cellulases commercialisées (Chandra et al., 2007;
Harini & Kumaresan, 2014).

Dans la nature, I'hydrolyse compléte de la cellulose est faite par une combinaison de trois
types principaux d’enzymes cellulolytiques:

1. L'endoglucanase (1,4-B-d-glucanohydrolase, EC 3.2.1.4) attaque de maniére
aléatoire les liaisons O-glycosidiques internes, ce qui donne des chaines de
glucan de différentes longueurs;

2. L'exoglucanase (1,4-B-d-glucan cellobiohydrolase, EC 3.2.1.91), agit sur les
extrémités de la chaine cellulosique et libére le B-cellobiose comme produit final;

3. La PB-glucosidase (B-d-glucoside glucohydrolase, EC 3.2.1.21), enzyme qui
hydrolyse les résidus (-d-glucosyl terminaux non réducteurs avec libération de -
d-glucose.

Les cellulases sont disponibles dans le commerce depuis plus de 30 ans et ces enzymes
ont représenté une cible pour la recherche industrielle (Singh et al., 2007). Des études
fondamentales et appliquées sur les cellulases ont démontré leur potentiel
biotechnologique dans diverses industries, notamment l'industrie alimentaire, |'agriculture,

le raffinage de la biomasse, les pates et papiers, le textile et la lessive, etc.

28



Tableau 7: Champignons et bactéries ayant une activité cellulolytique.

Groupe Champignons Enzymes Substrat Références
Trichoderma reesei Cellulase, Paille de blé (Kurzatkowski et al.,
xylanase 1996)
Ascomycetes Trichoderma harzianum Cellulase Cellulose (Do Vale et al., 2012)
Aspergillus niger Cellulase Bagasse de canne a sucre (Garcia-Kirchner et
al., 2005)
. : Cellulase, Cellulose microcristalline, (Tsujiyama & Ueno,
champignons Schizophyllum commune xylanase xylane 2011)
aérobies (enzymes
ceIIqu:Iyt:q_ues Phanerochaete chrvsosporium | Cellllase. | Chéne rouge, pépin de raisin, (Baldrian &
extracellulaires) ysosp xylanase son d'orge, sorgho Valaskova, 2008)
Bjerkandera adusta Sciure de chéne et de cedre,
Basidiomycétes Cellulase, cosse de riz,, chaume de mais, | (Quiroz-Castaneda et
] xylanase paille de blé et enveloppe de al., 2011)
Fomitopsis palustris Cellulase Cellulose microcristalline (Ji & Cha, 2010)
Anaeromyces mucronatus Cellulase, Foin d'herbe de verger (Lee et al., 2001)
xylanase
. Caecomyces communis Cellulase Cellulose microcristaliine, foin (Hodrova et al., 1998)
Champignons - \ de luzerne
B Chytridiomycétes
anaérobies Cellulase
Neocallimastix frontalis ' Paille de blé (Griffith et al., 2010)
xylanase
Orpinomyces sp. Cellulase Avicel ® (Lietal., 1997)
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Neocallimastix patriciarum

Cellulase

Carboxymethyl cellulose (CMC)

(Wang et al., 2011)

Bactéries aérobies

Actinobactéries

Acidothermus Cellulolyticus

Actinospica robiniae

Actinosynnema mirum

Catenulispora acidiphila

Cellulomonas flavigena

Thermobispora bispora

Xylaneimonas cellulasilytica

Cellulase

Papier Whatman, cellulose
microcristalline, azurine
réticulée hydroxyéthylcellulosee
(AZCL-HEC)

(Anderson et al.,
2012)

Bactéries
anaérobies

Firmicutes

Clostridium thermocellum

Cellulase

Cellulose microcristalline

(Freier et al., 1988)

Thermomonospora fusca

Cellulase,
xylanase

Paille de blé, xylane d'avoine-
épeautre

(Tuncer & Ball, 2002)

Caldicellulosiruptor
kristjanssonii

Cellulase

Cellulose microcristalline

(Bredholt et al., 1999)

Anaerocellum thermophilum

Cellulase,
xylanase

Cellulose microcristalline,
xylane

(Yang et al., 2009)
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3. Matériels et méthodes expérimentales

3.1.Matériaux utilisés

3.1.1. Matrice : PLAr

Le polymeére utilisé pour la matrice des matériaux composites est I'acide poly-lactique
recyclé (PLAr) post-consommation provenant des centres de tri de Gaudreau
Environment (Victoria Ville, Québec). Ce polymére a une masse volumique de 1,25 g-cm’
3 (Auras et al., 2004) avec une température de fusion de 188-210 ° C et une température
de fusion cristalline de 155-170 ° C (Garlotta, 2001).

3.1.2. Renfort : Biosolides papetiers et fibres de chanvre

Dans ce projet, trois renforts ont été sélectionnés incluant les boues mixtes et les boues
de désencrage de l'industrie papetiére, et les fibres de chanvre. Les boues mixtes et de
désencrage ont été fournies par la firme kruger Wayagamack Inc, (Trois-Riviére, Québec,
Canada) et qui ont été conservées a une température de 4°C pour minimiser l'activité
bactérienne.

Les fibres de chanvre proviennent de I'Etoffe rustique Inc (Rimouski, Quebec, Canada) et
connues pour leurs bonnes rigidités et leur bonnes résistances.

Les trois fibres naturelles regues ont été broyées puis tamisées entre 75um et 1,7mm afin
d’en contrOler la granulométrie. Pour rendre négligeable le taux d’humidité dans les fibres,
elles ont été séchées dans une étuve, a une température de 60 + 1 °C pendant 24 heures.
Elles seront, ensuite, utilisées a trois différentes concentrations (1.5, 3 et 6% en poids

sec) pour préparer les biocomposites.

3.2. Procédures expérimentales
3.2.1. Production des enzymes ligno-cellulosiques

3.2.1.1. Composition du milieu de culture

Le marc de bleuet (déchet de l'industrie de jus de bleuet) a été utilisé comme substrat de
fermentation a I'état solide (SSF) pour la production des enzymes ligno-cellulosiques

(laccases et des cellulases) en raison de de la présence d'un rapport carbone / azote (C
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/ N) approprié et d'autres nutriments essentiels pour la croissance des champignons. Les
caractéristiques physico-chimigues du marc de bleuet sont indiquées dans le tableau 8.

Tableau 8: caractéristiques physico-chimiques du marc de bleuet.

Parametre Valeur

pH 45+0.1

Humidité (% v/p) 75+£0.7

Concentration en métaux (ppm)
Ca 1180.23 + 45.45
Mg 594.62 + 3.83
S 808.06 + 2.61
Mn 107.98 +1.91
Na 70.85+ 1.45
P 1032.63 + 12.67
Zn 10.06 £ 0.35
Fe 10.16 + 0.06
K 3499.33 £ 23.49
Cu 4.11+0.12
Carbone total (% p/p) 52.6 0.1
Azote total (% p/p) 21+£0.2

3.2.1.2. Production des laccases

La production des laccases a été effectuée sur le marc de bleuet par le champignon
Trametes versicolor (ATCC-20869). T. versicolor a été fraichement pré-cultivé dans le
milieu de culture liquide PDB (Potato Dextrose Broth) et incubé a 30 £ 1 °C, 150 rpm
pendant 7 jours dans un incubateur agitateur. Ensuite, le champignon a été re-cultivé sur
la gélose dextrosée a la pomme de terre (PDA) qui est utilisée comme inoculum et laissé
incuber a 30 = 1 °C pendant 10 jours dans l'incubateur statique (Lorenzo et al., 2002;
Laadila et al., 2017). Environ 40 grammes du milieu de fermentation (75% v/p d'humidité
et pH 4,5), dans un Erlenmeyer de 500 ml, ont été soigneusement mélangés et autoclavés
a 121 °C £1 °C et a 15 psi pendant 20 minutes. Le substrat est ensuite inoculé par une
culture fraiche de PDA et laissé pousser a 30 + 1 °C dans l'incubateur statique pendant
15 jours (Laadila et al., 2017).
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3.2.1.3. Production des cellulases

La synthese des cellulases a été effectuée sur le marc de bleuet par le champignon
Aspergillus niger (ATCC-6275). A. Niger a été fraichement pré-cultivé en milieu liquide
(PDB) utilisé comme inoculum. L'incubation a été faite a 30+1 °C et & 150 rpm pendant 6
jours dans un incubateur rotatif. A partir de la solution liquide, le champignon a été cultivé
sur le PDA contenu dans les boites de pétri a 30+1 °C pendant 5 jours dans un incubateur
statique pour la croissance de la culture. Ensuite, les spores produites sont récupérée a
partir des boites de pétri, en utilisant une solution de Tween-80 solution a 0,1%.
Finalement, les spores sont comptées a l'aide d’'un hémocytométre afin de pouvoir les
utilisées pour l'inoculation (Dhillon et al., 2011). La fermentation a I'état solide (SSF) a été
réalisée sur le marc de bleuet préalablement préparé en ajustant son humidité a 75% (v/p)
avec de I'eau stérilisée et son pH a 6.5. Le milieu de fermentation a été inoculé avec la
solution de spores (1 x 107 spores / mL) d’A. Niger récupérée a partir des boites de pétri
de PDA et laissée pousser a 30 £ 1 °C dans l'incubateur statique pendant 7 jours (Dhillon
et al., 2011).

3.2.2. Extraction des enzymes ligno-cellulosiques

3.2.2.1. Extraction des laccases

L'extraction des laccases a été effectuée dans la solution tampon phosphate de sodium
50 mM (10/1: v/p) a pH 6,5. Un gramme prélevé de chaque milieu de fermentation est
mélangé avec 20 ml de la solution tampon. Le mélange a été placé dans un incubateur
agitateur a 150 rpm pendant une heure a 30£1 °C. Ensuite le milieu est centrifugé a 7000
x g pendant 20 min a 441 °C (Laadila et al., 2017). Le surnageant recueilli a été ainsi

analysé pour l'activité enzymatique.

3.2.2.2. Extraction des cellulases

L'extraction des cellulases a été réalisée en mélangeant un gramme prélevé de chaque
milieu de fermentation avec 50 ml de l'eau distillée. Le mélange a été placé dans un
agitateur rotatif pendant 30-45 min a 150 tours par minute a température ambiante (Bansal
et al., 2011). Le contenu des flacons a ensuite été centrifugé & 10000 x g pendant 10 min
et & 441 °C (Bansal et al., 2012). Le surnageant recueilli a été ainsi analysé pour l'activité

enzymatique.
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3.2.3. Mesure de P’activité enzymatique

3.2.3.1. Activité enzymatique des laccases

L'activité enzymatique des laccases a été déterminée selon la méthode décrite par Laadila
et al. (2017) et mesurée a l'aide du spectrophotometre. Dans une cuvette de 1 cm, on
mélange 0,5 ml de I'acide 2,2’- azino bis (3-éthylbenzothiazoline-6-sulfonique) (ABTS) a
0,5 mM avec 2,58 ml de la solution tampon citrate de phosphate a 0,1 M et pH 4. On
ajoute 0,02 ml de notre solution d’enzyme au mélange et on laisse incuber pendant 10
min a 45°C .L’oxydation de 'ABTS est déterminé a une longueur d’'onde de 420 nm (€420
= 36mm / cm) (Collins & Dobson, 1997). Une unité d’activité des laccases est définie
comme la quantité d'enzymes nécessaire pour oxyder une pmole de 'ABTS par minute.

L’équation de l'activité enzymatique en unité de laccase par gramme est la suivante :

S * cuvette volume
EA =

= b l 1 bstrat 1
& * wavelength x enzyme volume * buffer volume per 1g of substrate @)

Ou P est la pente de la courbe standard de la laccase pure et € est le coefficient

d’extinction (€420 = 36mm / cm).

3.2.3.2.  Activité enzymatique des cellulases

L'activité enzymatique des cellulases a été déterminée en utilisant le test de papier filtre
recommandé par I'Union internationale de chimie pure et appliquée (UICPA) et est
exprimée en unité de papier filtre (FPU) (Adney & Baker, 1996). L'activité enzymatique
des cellulases a été mesurée a l'aide du spectrophotomeétre aussi. Dans un tube a essai
de volume d'au moins 25 ml, on ajoute 1 ml de la solution tampon citrate de sodium a 0.05
M, pH 4.8, ensuite on ajoute 0.5 ml de 'enzyme cellulase diluée dans le citrate de sodium.
Au moins deux dilutions doivent étre faites pour chaque échantillon enzymatique étudié.

Aprés, on ajoute une bande de papier filtre Whatman (n ° 1, taille de pores de 0,25 mm,
diameétre de 1,5 cm) dans le tube et on mélange. On laisse Incuber au Bain-Marie a 50+
1 ° C pendant 1h, aprés, on ajoute 3 ml de DNS et on mélange. On laisse incuber au Bain-
Marie a 100+ 1 ° C pendant 5min, ensuite, on verse le mélange dans une cuvette. On fait
la lecture au spectrophotomeétre a une longueur d’onde de 545 nm (Zhang et al., 2007).

Les dilutions utilisées en concentrations enzymatiques sont traduites par I'équation

suivante :
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. 1 Volume d'enzyme diluée
Concentration =

dilution - Volume total de dilution

Le calcul du FPU est fait de la fagon suivante:

0,37
FPU = - - — units/ml
Concentration enzymatique pour libérer 2 mg de glucose

3.2.4. Extraction des microfibres cellulosiques des biosolides papetiers
et des fibres de chanvre

3.2.4.1. Prétraitement physico-chimique

Le prétraitement physico-chimique des 3 sources de fibres cellulosiques (fibres de
chanvre, boues mixtes et boues de désencrage) a été réalisé comme suit. Les 3
échantillons de fibres cellulosiques ont été lavés avec de I'eau distillée pour éliminer les
contaminants et les impuretés. Par la suite, ils ont été séchés dans un four pendant 24
heures a 60 ° C. Cette étape a été suivie par un broyage et par le traitement alcalin avec
une solution de NaOH a 10% (v/v) au ratio solide/liquide 1:8 durant une période
d'immersion de 24h. Aprés ce prétraitement, les fibres ont été rincées a l'eau distillée
plusieurs fois jusqu'a ce que le pH atteigne 7. Par la suite, les échantillons de fibres
cellulosiques ont été centrifugés a 9000 g pendant 30 minutes a 25+1 °C afin de récupérer
que le culot.

Ensuite, les fibres sont séchées a 60+ 1 °C pendant 24 heures a nouveau. Cette opération
a été suivie encore d'un broyage par un broyeur de laboratoire. Le principe de broyage
consiste a écraser les fibres sans détruire les fibrilles (Rokbi et al., 2011). Les fibres
résultantes sont ensuite tamisées pour les dés-agglomérer et surtout pour obtenir des
fibres fines de tailles trés réduites. La longueur des fibres ainsi obtenues varie de 75 ym

a 1,7 mm et pour avoir la taille exacte des fibres, elles sont passées a I'analyseur de taille
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des patrticules par diffusion laser. Le schéma, ci-dessous, résume les étapes effectuées

pour le prétraitement physico-chimique (figure 14):

Broyage des fibres

Tamisage

Traitement a NaOH 10%

Figure 14: Schéma des étapes du traitement physico-chimique effectué.

3.2.4.2. Traitement enzymatique

Les fibres cellulosiques extraites aprés le traitement physico-chimique ont été soumises
a un traitement enzymatique pour la modification de leur surface et la dégradation de leur
cellulose. Le but de ce traitement est d'activer les fibres cellulosiques en activant les
groupes hydroxyles et de dépolymériser la structure de la cellulose.

On a utilisé environ 4 g de fibres cellulosiques des fibres de chanvre, de boues mixtes
ainsi que les boues de désencrage préalablement traitées. Pour le contrdle de la taille des
fibres cellulosiques traitées avec NaOH, on a utilisé les cellulases (15 IU/g substrat sec)
et pour I'activation de la surface et on a utilisé les laccases (20 1U/g substrat sec) dans
des Erlenmeyer 200 ml. La réaction a été effectuée a 30+ 1 °C avec agitation constante
a 100 tr/min pendant 7 jours. Des prélévent quotidiens ont été faits pendant une semaine

afin d’analyser I'évolution granulométrique des fibres de celluloses (Tabka et al., 2006).
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Toutes les expériences ont été réalisées en duplicat et la moyenne et |'écart-type ont été

calculés.

Enzymes produites

IO
Laccase

Fibres de chanvre Boues mixtes Boues de désencrage

Figure 15: Traitement enzymatiques des trois classes de chaque renfort utilisé.

3.2.5. Analyse des fibres modifiées

3.25.1. Analyse granulométrigue

La caractérisation de la taille des particules des fibres de chanvre, des boues mixtes et
des boues de désencrage a été effectuée a l'aide d'un analyseur de distribution
granulométrique de dispersion laser de Horiba LA-950. La taille des fibres a été mesurée
avant et apres le traitement physico-chimique et enzymatique respectivement afin d’avoir
la taille exacte des fibres de cellulose tamisées. La mesure de la taille des particules a été
effectuée par détermination du diameéetre moyen Dso (appelé taille moyenne des
particules). L'analyse a été réalisée en triple pour chaque échantillon.

3.2.5.2.  Microscopie électronique a balayage (MEB)

La microscopie électronique a balayage (MEB) (Carl Zeiss EVO 50) a été utilisée pour
étudier la taille et la morphologie des fibres extraites des fibres de chanvre, des boues

mixtes ainsi que des boues de désencrage avant et apres le traitement enzymatique.
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Les différents échantillons de fibres ont été préalablement revétus d'une fine couche
d'alliage or / palladium puis examinés a une tension d’accélération de 12 kV et a des

grossissements différents.

3.2.5.3.  Diffraction des rayons X (DRX)

La diffraction des rayons X (DRX) a été utilisée pour la caractérisation de la structure
cristalline des trois renforts cellulosiques utilisés : les fibres de chanvre, les boues mixtes
et de désencrage avant et apres traitement enzymatique. Les diagrammes de diffraction
aux rayons X ont été réalisés sur le diffractométre a rayons X Siemens D5000 en utilisant
la lampe CuKa (A = 0,154059 nm) a haute résolution. L'expérience a été réalisée en
utilisant une poudre fine des échantillons (< 100 ym) a 40 KV et 30 mA. Dans chaque

cas, deux échantillons ont été testés pour examiner la répétabilité des résultats.

3.2.5.4.  Spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier (IR-TF)

La spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier (IRTF) a été utilisée comme
technique efficace et facile pour comparer et caractériser les principales composantes des
échantillons utilisés. Les échantillons de fibres de chanvre, de boues mixtes et de boues
de désencrage ont été caractérisées afin d’analyser les changements au niveau des
groupes fonctionnels des fibres cellulosiques aux différents stades du traitement physico-
chimique et du traitement enzymatique. Les spectres IRTF ont été recueillis sur une
gamme de longueur d’'onde de 4000 a 500 cm™ en utilisant le spectrométre (NICOLET
IS50 FT-IR). Les données spectrales ont été enregistrées dans le mode d'absorbance en

fonction du nombre d'onde.

3.2.6. Préparation et caractérisation des biocomposites

3.2.6.1. Plan expérimental

Le plan expérimental utilisé est présenté dans le tableau 9 ci-dessous. Nous avons
développé 27 biocomposites qui ont été formulé par différents ratios massiques (1.5, 3 et
6%) de fibres cellulosiques traitées enzymatiquement et de PLA recyclé, en plus du
biopolymere vierge formulé uniquement de PLAr. Pour les biocomposites avec le code
BD 1.5% 1.7um; BD 3% 1.7um et BD 6% 1.7um appartenant a la classe 1.7um des boues

de désencrage, les résultats de leurs tests mécaniques ne seront pas représenté dans la
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section ” Résultats et discussion  en raison du rapprochement de leur résultats avec ceux

de la classe >1.7 mm. Ildem pour les biocomposites avec le code FC 1.5% 850um; FC

3% 850um et FC 6% 850um appartenant a la classe 850 um des fibres de chanvre qui a

leur tour, les résultats sont comparativement proches de ceux de la classe 1.7mm. Le

code du biocomposite sera le code utilisé tout au long du rapport.

Tableau 9: Plan expérimental utilisé.

Classe _TaiIIe moyenne des _ Fit?re _F_’LAr ’Code (_:ie
fibres aprés TE* (um) [ utilisée (%) | utilisé (%) I’échantillon
1.7 mm 740.07 + 54.62 FC 1.5% 1.7um
850 um 662.24 + 33.41 15 98.5 FC 1.5% 850um
75 um 152.70 £ 7.74 FC 1.5% 75um
. 1.7 mm 740.07 + 54.62 FC 3% 1.7um
Fibres de
chanvre 850 um 662.24 + 33.41 3 97 FC 3% 850um
75 um 152.70 + 7.74 FC 3% 75um
1.7 mm 740.07 + 54.62 FC 6% 1.7um
850 um 662.24 + 33.41 6 94 FC 6% 850um
75 um 152.70 + 7.74 FC 6% 75um
>1.7 mm 1119.44 + 29.04 BM 1.5% >1.7um
850 um 435.16 + 9.02 15 98.5 BM 1.5% 850um
75 pm 168.07 £ 0.29 BM 1.5% 75um
Boues >1.7 mm 1119.44 + 29.04 BM 3% >1.7um
mixtes 850 um 435.16 + 9.02 3 97 BM 3% 850um
75 pm 168.07 £ 0.29 BM 3% 75um
>1.7 mm 1119.44 + 29.04 BM 6% >1.7um
850 um 435.16 + 9.02 6 94 BM 6% 850um
75 pm 168.07 + 0.29 BM 6% 75um
>1.7 mm 169.17 + 12.62 BD 1.5% >1.7pm
1.7 mm 161.71+5.81 15 98.5 BD 1.5% 1.7um
75 pm 87.83+1.05 BD 1.5% 75pm
Boues de >1.7 mm 169.17 + 12.62 BD 3% >1.7um
désencrage 1.7 mm 161.71 +5.81 3 97 BD 3% 1.7pm
75 pm 87.83 +1.05 BD 3% 75um
>1.7 mm 169.17 £ 12.62 BD 6% >1.7um
1.7 mm 161.71 £5.81 6 94 BD 6% 1.7um
75 pm 87.83 +1.05 BD 6% 75um
PLA recyclé 0 100 PLAr 100%

*TE: Traitement enzymatique

3.2.6.2.

Préparation des biocomposites

Le moulage des échantillons a été fait par presse a compression. Cet appareil permet de

former une plaque plus ou moins grande a partir d'un moule dans lequel on insére une

certaine quantité de granules. Par la suite, il suffit de découper les différents échantillons
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en vue des tests mécaniques. Bien que la presse a compression nécessite généralement
moins d'ajustement qu’une presse a injection, il est obligatoire d'y insérer la bonne
guantité de produit et de tenir compte de la température et du temps requis pour la création
de la plague (Mehrabzadeh & Farahmand, 2001).

Pour la mise en ceuvre des biocomposites renforcées aux microfibres cellulosiques, il faut
commencer par sécher les fibres et la matrice (PLAr) afin de minimiser 'humidité la teneur
en eau du mélange.

Le procédé de fabrication des échantillons comporte quatre étapes (voir figure 16):

1. Le mélange de la matrice et des fibres naturelles: les fibres sont donc mélangées au
PLAr dans un bécher et ensuite dans un Blender afin avoir un mélange le plus
homogéne possible.

2. Le moulage dans un moule rectangulaire de 275 mm de longueur, 215 mm de largeur
et 3 mm d'épaisseur. On verse le mélange de PLAr et des différentes fibres
cellulosiques traitées dans la moule jusgu'a ce qu'il soit rempli.

3. Le pressage des plaques s'est fait a I'aide d'une presse hydraulique manuelle opérée
a 160+1 °C en utilisant une force constante de 2,27 tonnes pour un moule en
aluminium de dimensions 80 mm x 100 mm X 3 mm. La pression a été maintenue
pendant 20 minutes, puis le moule a été refroidi a 50+1 °C en faisant circuler de I'eau
froide a travers le circuit de refroidissement.

4. Laformulation des biocomposites et leur découpage selon les normes standards des

différents tests a réaliser.

PLA recyclé

+

Fibres cellulosiques
traitées

La mise en forme La formulation des bio-

des plaques composites
Le pressage des plaques

(T=200°C, P=2 tonnes
meétriques)

Figure 16: Etapes de fabrication du biocomposite (PLAr / Fibres cellulosiques traitées
enzymatiquement).
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3.2.6.3.  Caractérisation mécanique

La caractérisation mécanique des biocomposites préparés a été réalisée en utilisant deux
essais classiques. Le test de résistance a la traction et les essais d'impact ont été
effectués pour analyser les propriétés mécaniques des nouveaux biocomposites. Les
analyses ont été réalisées selon les normes ASTM D638 (type IV) et ASTM D256 pour
les essais de résistance a la traction et d'impact, respectivement.

Pour le test de traction, les échantillons de biocomposites ont été découpés sous forme
d’os de chien selon les normes ASTM D638 (type IV). Les essais ont été effectués a une
vitesse de déformation de 1 mm / min sur un appareil Instron modéle 5565 a température
ambiante (23 ° C). Cinq répétitions ont été testées pour chaque échantillon afin d'obtenir
I'écart type et la moyenne pour le module de Young, la contrainte de traction a la rupture
et la contrainte de traction maximale.

Les essais d’'impact de Charpy ont été réalisés sur un appareil Tinius Olsen modéle Impact
104 suivant la norme ASTM D256. Les échantillons aux dimensions 125 x 12,7 x 3 mm?
ont été entaillés avec une encoche automatique de type Dynisco modéle ASN 120m. Dix
échantillons ont été testés pour chague biocomposite formulé et la valeur moyenne de la

résilience avec I'écart-type est rapportée.

Appareil de traction Instron

Les normes standards

Bio-composite

|

Appareil d'impact

—  Fibres cellulosiques traitées
D Matrice PLA recyclé

S 2 LT T ——

Figure 17: Test d'impact et de traction.
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3.2.6.4. Analyse statistique des tests mécaniques

Une ANOVA a été utilisée pour évaluer I'importance de la différence entre les formulations
de biocomposites utilisées. Nous avons étudiés l'effet de 2 paramétres (taille et
concentration des fibres) pour 27 biocomposites avec le PLAr comme contrdle. Pour
certains types d'analyse statistique, ce test peut étre suffisant sauf qu’il ne permet pas de
conclure qu'un échantillon est différent d'un autre. Dans ce cas-la, la comparaison entre
les différents échantillons ne peut étre effectuée qu'avec un seul test de Tukey car elle
implique plus de trois comparaisons.

Dans notre cas, tous les calculs ont été effectués par le logiciel Statistica version 13.2.
Des régressions linéaires simples et multiples ont été utilisées pour évaluer la relation
entre les paramétres étudiés (taille et pourcentage) dans ce travail. La régression était
considérée comme significative a la valeur P <0,05 (a était fixé a 0,05) avec un nombre

d'échantillons de 27 (il y a 27 types de biocomposites a comparer avec le PLAr).

3.2.6.5. Test de hiodégradation

Le test de biodégradation a été effectué par la méthode d’enfouissement dans le sol. Des
échantillons de biocomposites fabriqués (FC 6% 75um, BM 6% 75um, BD 6% 75um, et
le contrble PLAr 100%) ont été enfouis dans un bac contenant 10 cm de compost pris en
sandwich entre 10 cm de terreau mQr préparé a partir d'aliments et de plantes de jardin.
Les échantillons de biocomposites ayant une dimension de 2 cm x 2 cm ont été enterrés
dans la partie médiane du sol de compost mature. Le bac a été laissé a I'air libre et afin
d’éviter la perte d'eau par évaporation, une quantité connue d'eau a été ajoutée au sol
tous les deux jours. Les échantillons ont été retirés du sol pour évaluer leur taux de
biodégradation dans des intervalles de temps prédéterminés allant jusqu'a 6 mois (de
juillet a décembre). Aprées avoir été retirés du sol, les échantillons ont été lavés avec de
l'eau stérilisée deux fois pour éliminer les résidus de sol et les saletés, ensuite séchés
dans un four a 60+ 1 °C jusqu'a ce que I'on observe un poids constant. Le pourcentage
de biodégradation des échantillons a été évalué chaque mois en mesurant leur perte de
poids selon I'équation suivante :
—x, (4)

x
%Perte de poids = OT * 100
0

Ou Xo = poids du biocomposite &t = 0 mois et x; = poids du biocomposite a t = t mois.
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bio-composite
Sol

Figure 18: Bac du test de biodégradabilité.

4. Résultats et discussion

Les résultats de cette étude ont fait I'objet d’'une publication scientifique, sous le titre de :
“ Evaluation de la faisabilité de l'utilisation de différents types de fibres cellulosiques
traitées enzymatiqguement pour le recyclage de l'acide polylactique (PLA) “. Dans ce

chapitre, nous exposons les principaux résultats obtenus durant ce projet de maitrise.

4.1.La production des enzymes ligno-cellulosiques

Les industries agro-alimentaires génerent des quantités importantes de déchets dont
l'utilisation a été autrefois considérée comme sans valeur. Actuellement, ces déchets sont
reconnus comme une matiére premiere de valeur potentielle pour atteindre des
rendements en enzymes plus élevés en fermentation a I'état solide (SSF) et pour ainsi
réduire le codt global de la production d'enzymes (Karmakar & Ray, 2010). Tel que
rapporté par |'Organisation des Nations Unies pour l'alimentation et I'agriculture, la
production de bleuets a atteint 269 257 tonnes aux Etats-Unis et 178 745 tonnes au
Canada en 2016 (FAOSTAT, 2016). Le marc de bleuet est le déchet obtenu comme sous-
produit primaire du traitement du jus et il a été utilisé comme substrat de fermentation en

raison de sa forte teneur en carbone avec un pourcentage de 52,6%.
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La production des enzymes a été faite par les champignons Trametes versicolor et
Aspergillus niger connus pour leur grande capacité de production des laccases et des
cellulases respectivement.

Selon le suivi de la cinétique de production des laccases durant la fermentation (Figure
19), nous remarquons que la production maximale de I'enzyme est de l'ordre de 37.02 £
2.17 Ulg substrat sec obtenue aprés 8 jours de fermentation.

En ce qui concerne les cellulases (Figure 20), la production a pu atteindre son maximum
aprés 5 jours de fermentation avec une activité enzymatique de I'ordre de 11.5 + 0.11 U/g
substrat sec.

La production d'enzymes dans cette étude est trés comparable aux résultats de
fermentation cités dans de nombreux rapports sur la production d'enzymes utilisant divers
substrats (Bansal et al., 2012; Chaali et al., 2017).

g
=
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Temps d’incubation (jour)

Figure 19: Profil de I'activité enzymatique des laccases par Trametes versicolor.
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Figure 20: Profil de I'activité enzymatique des cellulases par Aspergillus niger.

4.2 L’extraction des fibres cellulosiques en utilisant un prétraitement
physico-chimique

Cette partie consiste en I'extraction des fibres cellulosiques issues des fibres de chanvre
et des biosolides papetiers (boues mixtes et de désencrage) par le prétraitement physico-
chimique.
La taille des 3 classes de fibres a été mesurée par I'analyseur granulométrique. Le tableau
10, ci-dessous, représente la variation de la taille des fibres de chanvre a également
connu une réduction. Les résultats montrent que la déclinaison de la premiére classe a
été de 6.40 % (de 1728.15 + 89.65 ym a 1617.50 £ 101.19 um), de la seconde classe de
3.40% (de 1633.71 £ 125.58 ym a 1578.08 + 98.24 um) ainsi que la troisiéme classe de
26.36% (de 845.64 + 97.22 ym a 622.71 + 47.43 uym).
Idem pour les fibres de boues mixtes aprés le prétraitement, la taille a été réduite de 5.83%
(de 2578.90 +93.77 um a 2428.56 + 126.50 uym) pour la premiere classe, de 22.58% (de
1167.45 +£114.89 ym a 903.81 + 80.91 um) pour la deuxieme classe et de 33.44% (495.34
+54.90 ym a 329.70 £ 26.42 pm) pour la troisieme classe.
Enfin, la taille des fibres de boues de désencrage a également connu une réduction. Les

résultats montrent que la déclinaison de la premiére classe a été de 6.13% (de 1728.15 +
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89.65 ym a 1617.50 + 101.19 um), de la seconde classe de 39.77% (de 1633.71 + 125.58
Mm a 1578.08 + 98.24 um) ainsi que la troisieme classe de 59.22% (de 845.64 + 97.22
MM a 622.71 £ 47.43 ym.

Le traitement de surface réduit les diamétres moyens des fibres traitées aux alcalis. Cela
est d0 a la dissolution d’une partie des composants de cimentation comme I'hémicellulose
et la lignine qui est connue pour étre insoluble dans I'eau ou l'alcool mais soluble dans
des concentrations faibles de solutions alcalines (Gibson, 2012) et I'élimination partielle
des impuretés, de la cire et des huiles (Paul et al., 2010). Ainsi, les résultats obtenus ont
montré une réduction de taille acceptable pour toutes les fibres ce qui signifie une
élimination partielle d'une certaine quantité des composants de cimentation a la surface

externe des fibres, d’ou I'utilité de I'utilisation du traitement enzymatique.

Tableau 10: Analyse granulométrique des fibres cellulosiques aprés le pré-traitement
physico-chimique.

Type de fibres Classe Taille initiale (um) | Taille aprés NaOH 10% (um)

1.7 mm 1728.15 + 89.65 1617.50 £ 101.19

Fibres de chanvre 850 pum 1633.71 + 125.58 1578.08 + 98.24
75 um 845.64 + 97.22 622.71 + 47.43

>1.7 mm 2578.90 +93.77 2428.56 + 126.50
Boues mixtes 850 um 1167.45 +114.89 903.81 + 80.91

75 um 495.34 +54.90 329.70 +26.42

>1.7 mm 1816.32 + 76.19 1704.93 + 40.88
Boues de désencrage| 1,7 mm 730.05 + 84.89 439.69 + 27.71
75 um 295.93 +50.34 120.69 £ 20.09

4.3.L’effet des enzymes produites sur les fibres cellulosiques extraites

Le traitement enzymatique a été effectué en utilisant les enzymes laccases et cellulases
produites par fermentation a I'état solide. Actuellement, l'utilisation d'enzymes pour le
traitement des fibres naturelles a augmenté rapidement. Parmi les raisons majeures
d’avoir adopté cette technologie est le fait qu’elle soit respectueuse de I'environnement et
gue ses réactions catalytiques aient des actions trés spécifiques (Faruk et al., 2012).

La modification enzymatique a été appliquée sur les trois classes de chaque source de

cellulose (fibores de chanvre, boues mixtes et boues de désencrage et) aprés le
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prétraitement physico-chimique pour réduire la taille des fibres cellulosiques ainsi que
pour l'activation des groupes hydroxyles (OH) a la surface de ces fibres (Henriksson et
al., 2005).

L'effet synergique de la laccase et de la cellulase sur les biosolides papetiers et les fibres
de chanvre a été davantage analysé par diverses techniques analytiques, a savoir,
l'analyseur granulométrique, le microscope électronique a balayage (MEB), la
spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier (IR-TF) et la diffraction aux rayons X
(DRX) et discuté dans les sections suivantes.

4.3.1. Analyse granulométrique

Le contrble de la taille des 3 classes de fibres de chanvre (1.7 mm, 850 um et 75 um),
des boues mixtes (> 1.7 mm, 850 um et 75 ym) et des boues de désencrage (> 1.7 mm,
1.7 mm et 75 ym), et apreés le traitement enzymatique (laccase et cellulase) a été réalisée
en utilisant l'analyseur granulométriqgue. L'analyse des résultats permet d'établir les
histogrammes de distribution du diametre moyen des différentes fibres. Les diagrammes
sont représentés sur les figures ci-dessous.

La figure 21 (A) représente la variation de taille des fibres de chanvre pendant le traitement
enzymatique. Comme le montre la figure, la taille a été réduite aprés 7 jours d'incubation
de 54.24% (de 1617.50 = 101.19 ym a 740.07 + 54.62 um) pour la premiéere classe, de
58.03% (de 1578.08 + 98.24 ym a 662.24 + 33.41 um) pour la deuxieme classe et de
75.48% (de 622.71 £ 47.43 ym a 152.70 + 70.74 um) pour la troisieme classe.

Idem pour la figure 21 (B), la variation de taille des fibres de boues mixtes pendant le
traitement enzymatique a été réduite de 53.9% (de 2428.56 + 126.50 ym a 1119.44 +
29.04 ym) pour la premiére classe, de 51.85% (de 903.81 + 80.91 ym a 435.16 + 90.02
pum) pour la deuxieme classe et de 49.02% (de 329.70 + 26.42 ym a 168.07 + 10.29 pm)
pour la troisiéme classe.

Enfin, pour la figure 21 (C), la taille des fibres des boues de désencrage pendant le
traitement enzymatique a été, également, réduite. Les résultats montrent que la
déclinaison de la premiere classe est de 90.08% (de 1704.93 £ 40.88 um a 169.17 + 12.62
um), de la seconde classe est 63.22% (de 439.69 + 27.71 ym a 161.71 £ 50.81 ym) ainsi
que la troisieme classe de 27.23% (de 120.69 + 20.09 ym a 87.83 £ 10.05 ym).

La combinaison entre la laccase et la cellulase pour le traitement enzymatique des des

fibres de chanvre et des biosolides papetiers a montré la digestibilité de la cellulose en
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réduisant la taille, I'élimination partielle de I'hémicellulose et les composés phénoliques
tels que les groupes hydroxyles (Heap et al., 2014). La combinaison des deux permet
d'éviter les problemes d'agrégation des fibres dans les nouveaux biocomposites ce qui
peut influencer négativement les propriétés mécaniques de ces biocomposites (Bledzki et
al., 2009; Heap et al., 2014).

Le traitement enzymatique a prouvé que la laccase et la cellulase sont trés efficaces pour
le traitement des fibres cellulosiques des trois sources étudiées. En outre, la laccase et la
cellulase éliminent la plupart des substances de revétement de la surface, telles que
I'hnémicellulose, la pectine et la lignine produisant des fibres plus rugueuses et
hydrophobes pour diverses applications telles que le renforcement des biocomposites et
le remplacement des fibres de carbone (George et al., 2014).

Comme il n'y a pas eu une grande variation entre la premiére et la deuxiéme classe des
fibores de chanvre et des boues de désencrage respectivement, nous n’avons pas

considéré et utilisé la deuxieme classe dans la préparation de biocomposites.
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Figure 21: Analyse granulométrique des fibres cellulosiques des boues de désencrage (A),
des boues mixtes (B) et des fibres de chanvre (C) lors du traitement enzymatique.

4.3.2. Analyse a la diffraction aux rayons X

Les trois sources de fibres cellulosiques (fibres de chanvre, boues mixtes et boues de

désencrage) ont été analysées a la diffraction aux rayons X pour suivre les changements

au niveau de la cristallinité pour les trois sources de fibres cellulosiques avant et aprés le
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traitement enzymatique. Nous avons pris les fibres cellulosiques apres le prétraitement
physico-chimique comme contréle.

A partir de la Figure 22 (A), nous constatons un changement remarquable au niveau des
pics pour les fibres de chanvre. Les principaux pics sont apparus a 14.8, 16.4 et 22.52 ce
qui correspond respectivement a des plans de diffraction de (390), (336), (742). A partir
de la Figure 22 (B), nous constatons également un changement remarquable au niveau
des pics des boues mixtes. Les principaux pics sont apparus a 12.22, 14.28, 16.9 et 22.44
ce qui correspond respectivement a des plans de diffraction de (139), (213), (235)
et (374).

Tous ces pics représentaient la région cristalline qui est présente a un pourcentage élevé
dans les fibres cellulosiques (Liu & Hu, 2008; Park et al., 2010).

Selon les résultats obtenus, il s’avére que le traitement enzymatique en utilisant les
laccases et les cellulases est efficace pour I'extraction de la cellulose en éliminant les
zones amorphes principalement I'hnémicellulose et la lignine (Pickering et al. 2011b)
présentes dans les boues mixtes et les fibres chanvre ce qui favorise I'adhésion
interfaciale entre les fibres cellulosiques extraites et la matrice de PLAr. D’autre part, le
traitement enzymatique a eu un effet sur les régions amorphes en affectant I'absorption
des fibres cellulosiques, ce qui peut empécher le gonflement, augmenter I'nydrophobicité
des fibres cellulosiques et ,donc, améliorer la liaison entre les fibres et le PLA recyclé
comme en témoignent plusieurs études (Henriksson et al., 2005; Park et al., 2007; Kalia
& Vashistha, 2012; Kalia et al., 2013).

Cependant, I'élimination de I'hémicelluloses et des fractions de la lignine modifie
considérablement la structure des fibres naturelles, augmente la surface cristalline et
I'accessibilité des enzymes a la cellulose (Mussatto et al., 2008).

Par contre, nous remarquons a partir de la figure 22 (C) que la cristallinité des fibres des
boues de désencrage apres leur traitement enzymatique est légérement inférieure a celle
du témoin (avant traitement enzymatique). Dans ce cas-la, la réduction de la cristallinité
a été causé par le traitement enzymatique ce qui fait que la présence des zones amorphes
pourrait impacter négativement les propriétés mécaniques de biocomposites a partir des

boues de désencrage (Efrati et al., 2013).
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Figure 22: Spectres DRX des fibres de chanvre (A), des boues mixtes (B) et des boues de désencrage
(C) avant et aprés le traitement enzymatique.
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4.3.3. Analyse au microscope électronique a balayage (MEB)

L'analyse au microscope électronique a balayage (MEB) des trois sources de fibres
cellulosiques (fibres de chanvre, boues mixtes et boues de désencrage) apres le
prétraitement physico-chimique (A) et le traitement enzymatique (B) est montrée sur les
figures 23, 24 et 25 respectivement.

Aprés chaque traitement, nous avons analyseé les trois sources de fibres cellulosiques au
MEB afin de confirmer I'efficacité du traitement enzymatique. Nous avons pris les fibres
cellulosiques apres le prétraitement physico-chimique comme contréle.

D’apres les figures 23 et 24, nous constatons une structure irréguliére et un changement
remarquable de la morphologie structurelle des fibres cellulosiques des fibres de chanvre
et des boues mixtes respectivement apres le traitement enzymatique. La taille des fibres
cellulosiques a été considérablement réduite ainsi qu’elles ont été largement décollées en
fibres individuelles micrométriques ce qui confirme que les matériaux de cimentation a
linstar I’hémicellulose, la lignine et la pectine ont été partiellement éliminées aprés le
traitement enzymatique.

Cependant, pour les boues de désencrage (figure 25) aucun changement n’a été observé
aprés le traitement enzymatique car cette boue ne contient pas une grande fraction de
cellulose ce qui empéche 'action enzymatique des cellulases.

Les propriétés mécaniques des biocomposites dépendent, ainsi, de la longueur des fibres
qui peuvent affecter 'adhérence entre les fibres et la matrice, ainsi, une plus petite taille

favorise une meilleure adhérence de la matrice aux fibres (Mukherjee & Kao, 2011).

Figure 23: Microphotographie MEB des fibres de chanvre (A) avant et (B) aprés traitement
enzymatique.
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Figure 24: Microphotographie MEB des boues mixtes (A) avant et (B) aprés traitement
enzymatique.

Figure 25: Microphotographie MEB des boues de désencrage (A) avant et (B) aprés traitement
enzymatique.

4.3.4. Analyse au spectroscope infrarouge a transformée de Fourier

Les changements structuraux dans les fibres de cellulose provenant des biosolides
papetiers et des fibres de chanvre ont été analysés par spectroscopie infrarouge a
transformée de Fourier (IRTF) a différentes étapes, a savoir, avant et aprés le
prétraitement alcalin et le traitement enzymatique respectivement.

Les spectres FTIR des fibres de chanvre (FC), des boues mixtes (BM) et des boues de
désencrage (BD) sont respectivement présentés sur les figures 26 (A), 26 (B) et 26 (C).
Les bandes relatives a la cellulose étaient plus intenses dans les spectres des échantillons

apres traitement, car I'élimination de la lignine augmentait leur teneur en cristaux. En effet,

53



les pics attribués aux groupes C-H cellulosiques s'étendant dans la région de 1400-1300
cm! étaient plus intenses dans les échantillons de FC et de BM aprés leur traitement que
dans BD.

Les figures 26 (A) et 26 (B) montrent que les étapes des traitements alcalin et enzymatique
éliminent la plus grande partie de la lignine des fibres de cellulose: les bandes a 1525 cmr
! disparaissent aprés ces traitements (Zuluaga et al., 2009) chose qu’on n’observe pas
chez les BD (figure 26 (C)). Le pic attribué aux groupes COOH qui apparaissait dans le
spectre des FC et des BM a 1635 cm™ excepte les BD était associé a de I'eau adsorbée;
il pourrait aussi révéler que des groupes carbonyle conjugués existaient dans la structure
polyphénolique de la lignine ou résultaient de I'oxydation des hydrates de carbone
(Hassan et al., 2010).

Le pic a 1574 cm-1, qui correspond a la structure benzénique de la lignine, a également
été réduit dans les FC et les BM seulement mais un pic tres faible reste dans cette région
du spectre attestant que les échantillons contenaient des résidus de lignine; c'est-a-dire
gue le traitement enzymatique n'a pas complétement éliminé la lignine.

En comparant le spectre avant et aprés le traitement chimique des 3 fibres étudiées, on a
observé une réduction trés visible du pic de vibration a 2900 cm? représentant les
groupes C-H présents dans la cellulose (Tang et al., 2015) pour les FC et les BM ainsi
gu’'une légére réduction chez les BD. Ceci indique l'effet du traitement chimique en
utilisant une faible concentration de NaOH sur la dégradation des substances de
revétement (lignine, hémicellulose et pectine) qui pourraient influencer la taille des fibres
cellulosiques par rapport a la longueur initiale. Ainsi, le traitement enzymatique était
efficace pour extraire les fibres cellulosiques qui sont présentes dans les FC et les BM et
par conséquent elles peuvent étre utilisées comme renforcement pour I'acide polylactique
recyclé.

Ces résultats ont permis d'affirmer que le traitement combiné du traitement enzymatique
et chimique utilisant une faible concentration de NaOH (10% v/v) est efficace pour
I'élimination des composants amorphes dans les fibres cellulosiques des fibres de
chanvre et des boues mixtes surtout. Par conséquent, les changements dans les groupes
hydroxyles aprés le traitement enzymatique indiquaient une résistance accrue a
I'humidité. En outre, il reflete également la dégradation des substances de revétement
(Cao & Tan, 2004).
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Figure 26: Les spectres de FTIR pour les fibres de chanvre (A), les boues mixtes (B) et les
boues de désencrage (C) avant et aprés le traitement alcalin et enzymatique.
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4.4.Les propriétés mécaniques des biocomposites

La taille et le pourcentage du renfort ont un effet direct sur les propriétés mécaniques du
biocomposite. Ceci a été démontré en particulier dans une étude menée par Laadila et al.
(2017) sur l'influence de la taille des particules et du pourcentage de fibres cellulosiques
sur les propriétés des biocomposites & matrice PLA recyclé. L’étude a révélé que les
biocomposites formés avec 2% de fibres cellulosiques ont montré de meilleurs résultats
par rapport a 5% et 10%.

Au vu de ces résultats, nous avons voulu affiner encore I'étude tout en restant dans une
gamme de pourcentage proche de 2%. Nous avons, donc, travaillé avec des
pourcentages de fibres de 1.5%, 3% et 6% et des tailles réduites variant entre 0.075mm
et 1.7mm d'ou [lutilisation du broyage, traitement alcalin, tamisage et traitement
enzymatique.

Les principaux résultats des essais mécaniques (test de traction et d'impact) sur les
différentes formulations de biocomposites (27 biocomposites) ont tous été compilés a
l'intérieur du tableau 11.

Tout d'abord, I'observation du tableau indique une différence entre les valeurs du module
d’Young et la résistance a 'impact du contréle PLAr et ses biocomposites avec différentes
formulations. Le composite PLAr 100% a le module d’Young le plus faible (244.48 MPa)
et la résistance a I'impact la plus faible (13.58 MPa).

Comparé a d'autres formulations, le biocomposite FC 3% 75um a la plus résistance a la
traction la plus élevée (324.53 MPa) et le biocomposite FC 1.5% 75um a la plus grande
résistance a I'impact (27.61 kJ/m?). Cette augmentation des performances mécaniques
peut étre associée a I'élimination des matériaux indésirables par le traitement des fibres,
ce qui a conduit a une teneur en cellulose plus élevée, une plus grande surface de contact
entre la fibre et le PLAr et donc une meilleure adhérence interfaciale.

Dans I'ensemble, les biocomposites renforcés aux fibres de chanvre sont ceux qui ont
donné les meilleurs résultats au niveau des propriétés mécaniques par rapport aux

biosolides papetiers.
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Tableau 11: Résultats des tests mécaniques du PLAr et sur ses sur différents
biocomposites.

Test de traction Test d'impact
Code Module d’Young Résistance a I'impact
(MPa) (kJ/m?)
FC 1.5% 1.7um 314.12 £ 8.96 15.74 £ 2.08
FC 1.5% 75um 317.63 £ 26.21 27.61+£2.94
. FC 3% 1.7um 321.60 £ 20.51 16.82 £ 3.17
Fibres de chanvre FC 3% 75um 324.53 £ 3.10 1472 £3.11
FC 6% 1.7um 304.66 + 3.32 10.35+1.16
FC 6% 75um 313.63+8.10 11.28 £ 1.65
BM 1.5% >1.7um 278.95 £ 3.29 15.47 +1.97
BM 1.5% 850um 298.50 + 11.92 16.46 £ 0.38
BM 1.5% 75um 304.99 £ 5.61 16.59 £ 1.75
BM 3% >1.7um 264.79 £ 9.93 16.10 + 0.17
Boues mixtes BM 3% 850um 295.09 + 6.31 19.04 £1.96
BM 3% 75pum 300.55 + 16.26 20.47 £ 4.24
BM 6% >1.7um 284.95 + 30.69 8.47 £ 0.60
BM 6% 850um 266.73 £ 5.86 11.91£0.75
BM 6% 75um 312.54 + 8.96 12.34 £ 1.35
BD 1.5% >1.7um 287.27 £7.92 13.06 £ 1.24
BD 1.5% 75um 313.19+4.61 14.59 £ 2.24
3 BD 3% >1.7um 315.58 £ 4.31 12.92 +2.29
Boues de desencrage BD 3% 75um 310.73+£3.70 12.53+0.61
BD 6% >1.7um 295.66 + 19.33 11.46 + 0.60
BD 6% 75um 316.59 + 2.80 7.67+0.74
PLAr (contréle) | PLAr 100% 244.48 +11.23 13.85+0.42

A la lumiére des résultats des tests mécaniques, des tests statistiques ont été menés pour
mieux évaluer les différents biocomposites préparés. Un test d'ANOVA a été effectué suivi
d'un test de Tukey. Les tableaux 12 et 13 résument les conclusions tirées de ces analyses.
Les résultats de I'analyse de variance (ANOVA) présentés dans le tableau 11 montrent
gue le test de traction est statistiquement dépendant de la taille des fibres utilisés dans
les biocomposites a des P-value<0,05 de 0.0373, 0.0138 et 0.0397 pour les boues de
désencrage, les boues mixtes et les fibres de chanvre respectivement. Pour le test
d'impact est statistiquement dépendant de pourcentage des fibres utilisé dans les
biocomposites a des P-value<0,05 de 0.0813, <0.0001 et 0.0118 pour les boues de

désencrage, les boues mixtes et les fibres de chanvre respectivement.
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D’aprés le tableau 11, les meilleurs résultats de test de traction sont obtenus a une taille

des fibres de 75um et pour le test d’'impact a un pourcentage ne dépassant pas les 3%.

Tableau 12: ANOVA pour les différents types de fibres cellulosiques utilisées.

P-value
P-value P-value
Boues de . .
. Boues mixtes |Fibres de chanvre
désencrage
Pourcentage 0.2153 0.6834 0.9616
Test de traction Taille 0.0373 0.0138 0.0397
Pourcentage*Taille 0.1085 0.1359 0.5909
Pourcentage 0.0813 <0.0001 0.0118
Test d’impact Taille 0.5736 0.1402 0.8677
Pourcentage*Taille 0.2307 0.1945 0.1758

P-value <0,05

Afin de poursuivre l'analyse des résultats, les groupes formés selon le test de Tukey sont
présentés au tableau 13 pour chaque biocomposite formulé.

Afin de faciliter la comparaison entre les différents biocomposites et de tenter de
déterminer les meilleures formulations, une fagon de comparaison simple a été utilisée.
Une annotation de Bien est attribuée pour le groupe A, Moyen pour le groupe B et Faible
pour le groupe C.

D’aprés les constatations, on peut dire que la fibre de chanvre est classée comme la
meilleure fibre a utiliser comme renfort (groupe A), suivie par les boues mixtes qui
procédent aussi des propriétés mécaniques intéressantes puisque plus de la moitié de
ses biocomposites se retrouvent dans le groupe A et enfin les biocomposites a base de
boues de désencrage qui se trouvent en derniére position dans le groupe C (comme le
contréle) ce qui signifie qu’elles sont les moins intéressantes a utiliser.

Tous ces résultats indiquent que la performance mécanique des biocomposites ne
dépend pas seulement de la méthode d’extraction des fibres cellulosiques et des

traitements utilisés mais aussi dépend du type de fibre naturelle choisie.
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Tableau 13: Résultats de la comparaison multiple entre les différents biocomposites.

Code de I’échantillon Groupe

>

FC 1.5% 1.7um
FC 1.5% 75um
FC 3% 1.7um
FC 3% 75um
FC 6% 1.7um
FC 6% 75um

Fibres de chanvre

BM 1.5% >1.7um
BM 1.5% 850um
BM 1.5% 75pum
BM 3% >1.7um
Boues mixtes BM 3% 850um
BM 3% 75um
BM 6% >1.7um
BM 6% 850um
BM 6% 75um

BD 1.5% >1.7um
BD 1.5% 75pm
BD 3% >1.7um

BD 3% 75um
BD 6% >1.7um
BD 6% 75um

Boues de désencrage

OO0 000>®Wmw>»>wW>>E>>>>> >

PLAr (contrdle) PLAr 100%

A: Bien B: Moyen C: Faible

4.5.Le test de biodégradabilité

Le test de biodégradabilité par enfouissement dans le sol a été effectué pour étudier I'effet
réel du compostage sur les échantillons dans les conditions normales de I'environnement.
Dans la littérature, de nombreux chercheurs tels qu’Ochi (2008) et Ohkita and Lee (2006)
ont effectué des tests de biodégradabilité des composites en utilisant des matériaux
enzymatiques et de compostage a haute température et des conditions de compostage
contr6lées. Dans ce projet, une approche différente de test a été réalisée. La
biodégradabilité a été testée en utilisant un test d'enfouissement dans le sol naturel qui
est similaire a I'environnement normal.

Comme la figure 27 le montre, le PLA recyclé et les biocomposites PLAr-fibres de chanvre
(PLAr-FC), PLAr-boues de désencrage (PLAr-BD) et PLAr-boues mixtes (PLAr-BM) se

dégradent progressivement avec le temps. Comme on peut le voir, jusqu'aux 30 premiers
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jours, le taux de biodégradation est presque le méme pour tous les échantillons. Puis
immédiatement il y a une forte augmentation de la perte de poids, en particulier pour le
biocomposite PLAr-FC, qui atteint une perte de poids de 1,97% apres 6 mois, chose qui
reste tres faible et ce trés lente par rapport aux techniques enzymatiques utilisées. Par
exemple, Ochi (2008) a utilisé du matériel enzymatique lors du compostage pour I'étude
du composite PLA-kenaf et a trouvé que le poids du composite diminuait de 38% apres 4
semaines de compostage. Mathew et al. (2005) ont atteint un taux de dégradation plus
élevé sans matériau enzymatique juste en utilisant une température plus élevée de 58 °
C. Dans ce projet, une température moyenne plus faible de 30 ° C a été utilisée, ce qui
serait probablement attribué au taux de dégradation plus lent observé dans ce projet.

Comme on peut I'observer sur la figure 27 aprés 180 jours (6 mois), la perte de poids est

double pour le PLAr-FC par rapport au PLA recyclé suivi de PLAr-BD et enfin le PLAr-BM.

Mois
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)
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a
=
s
"
2
L 98%
K
o

97% -

PLAr === PLAr-BM === PLAr-BD PLAr-FC

Figure 27: Poids résiduel du PLAr et de ses biocomposites pendant le test de
biodégradation.

La dégradation plus élevée des biocomposites par rapport au PLAr peut s'expliquer par
l'initiation de la dégradation enzymatique des chaines cellulosiques dans les fibres. Les
taux plus élevés de perte de poids des biocomposites peuvent également étre attribués a
leur faible cristallinité, car les régions amorphes sont plus sensibles a la dégradation.

En outre, en comparant la biodégradation des biocomposites PLAr-FC, PLAr-BD et PLAr-
BM, la plus forte teneur en cellulose des fibres de chanvre conduit & une adsorption d'eau
plus élevée qui a un effet synergique sur la biodégradation et par conséquent

augmenterait la vitesse de dégradation du biocomposite. En plus de la teneur en cellulose,
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la quantité de lignine en tant que composant hydrophobe peut réduire le taux de
biodégradation. Cependant, on peut dire que la perte de poids n’a pas été trés significative

pour tous les biocomposites de PLAr méme apres 6 mois de compostage.

5. Conclusion

La présente étude a permis de mettre en évidence la faisabilité de la valorisation de fibres
cellulosiques obtenues a partir des résidus de I'industrie des pates et papiers et des fibres
de chanvre pour le recyclage de I'acide polylactique. Ce travail a permis le développement
d’'un nouveau concept de formulation de biocomposite PLAr-fibres cellulosiques en
utilisant des matiéres premieres et des techniques peu codteuses et simples.

Les biocomposites développés a base de PLAr et des fibres cellulosiques présentent des
propriétés mécaniques intéressantes Afin d’évaluer l'effet du prétraitement alcalin sur la
taille des fibres, du NaOH a 10% a été testé sur les fibres extraits a partir des boues
mixtes, des boues de désencrage et de la plante de chanvre. Le prétraitement avec le
NaOH affecte significativement les fibrilles et le degré de polymérisation de la cellulose.
Pour le traitement enzymatique des fibres, la laccase et la cellulase ont été produites par
fermentation a I'état solide avec une activité de 34.8 £+ 57U /getde 11.8 £ 0.5U /g,
respectivement. L'application de ces enzymes a réduit la taille des fibres de l'ordre de
90% dans certains cas par l'action de la cellulase et activé leurs surfaces en effectuant
des modifications microstructurales et cristallines pour une meilleure adhérence entre le
renfort (fibres cellulosiques) et la matrice (acide polylactique recyclé).

La diffraction des rayons X, la microscopie électronique a balayage, la spectroscopie
infrarouge a transformée de Fourier et les essais mécaniques des nouveaux
biocomposites ont montré que les fibres de chanvre chanvre avaient les meilleurs
propriétés (Module d’Young de 324.53 + 3.10 MPa; résistance a I'impact de 27.61 + 2.94
kJ/m?) suivis des biocomposites a base de boues mixtes (Module d’'Young de 316.59 +
2.80 MPa; résistance a l'impact de 20.47 + 4.24 kJ/m2) et en derniére position les
biocomposites a base de boues de désencrage (Module d'Young de 315.58 + 4.31 MPa;
résistance a l'impact de 14.59 + 2.24 kJ/m32). Le test de biodégradation a I'échelle du
laboratoire a montré un taux de biodégradation de 1.97% pour les fibres de chanvre, de

1.57% pour les boues de désencrage puis de 1.35% pour les boues mixtes.
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RESUME

L’objectif de cette recherche est de produire de nouveaux matériaux composites a partir
des déchets en plastique (post-consommation) des centres de tri au Québec et des fibres
naturelles d’origine végétale.

En particulier, I'étude a porté sur la combinaison de I'acide polylactique recyclé (PLAr) qui
est I'un des alternatives les plus prometteuses aux polymeéres a base de pétrole et les
microfibres de cellulose (MFC) a partir des boues de I'industrie papetiére (boues mixtes
(BM) et boues de désencrage (BD)) et des fibres de chanvre (FC) considérées comme la
nouvelle génération de renforts renouvelables afin de produire des composites
biodégradables et de haute performance mécanique (la résistance a la traction et la
rigidité).

Afin d’améliorer la compatibilité et 'adhésion interfaciale entre la matrice PLAr et les
différents renforts utilisés, les MFC ont été extraites et traitées en utilisant, en premier lieu,
un prétraitement physico-chimique a la soude et, en second lieu, un traitement
enzymatique (laccases et cellulases). Ensuite, 'effet de la concentration des microfibres
cellulosiques traitées (1.5, 3 et 6% en poids sec) a été étudié afin de caractériser les
échantillons de biocomposites développés en termes de taille, morphologie, propriétés
mécaniques (impact et traction) et biodégradabilité.

Les résultats obtenus démontrent que les deux traitements utilisés ont conduit & une
diminution considérable de taille des fibres cellulosiques atteignant plus de 90% pour les
MFC extraits de BD ainsi qu’'une bonne adhésion interfaciale entre la matrice de 'acide
poly lactique recyclé et les différents renforts étudiés. L'analyse de la variance suivie par
le test de Tukey ont montré que les meilleurs biocomposites, en termes de propriétés
mécaniques, sont issus de l'association du PLAr avec les fibres de chanvre (Module
d'Young de 324.53 + 3.10 MPa; résistance a l'impact de 27.61 + 2.94 kJ/m?) suivis des
boues mixtes (Module d’Young de 316.59 + 2.80 MPa; résistance a I'impact de 20.47 +
4.24 kJ/m?) et ensuite les boues de désencrage (Module d’Young de 315.58 + 4.31 MPa;
résistance a I'impact de 14.59 + 2.24 kJ/m2) ce qui a été confirmé par diverses techniques
telles que la microscopie électronique a balayage (MEB), la diffraction des rayons X (DRX)
et la spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier (IRTF). Le test de biodégradation
a I'échelle du laboratoire a montré un taux de biodégradation de 1.97% pour les FC, de
1.57% pour les BD puis de 1.35% pour les BM.

Mots clés: nouveau biocomposite, acide polylactique recyclé, microfibres cellulosiques,
prétraitement physico-chimique, traitement enzymatique, tests mécaniques, tests de
biodégradabilité.
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ABSTRACT

Recent legislation related to the environmental impacts of post-consumer plastic waste
has attracted a lot of attention in developing sustainable recycling techniques. Therefore,
the aim of this study was to produce novel biocomposite materials from plastic waste and
natural fibers.

The study focused on the combination of recycled polylactic acid (rPLA) and cellulosic
microfibers (CMFs) extracted from: pulp and paper solid waste (mixed sludge (MS),
deinked sludge (DS)) and hemp fiber (HF).

In order to improve the compatibility and adhesion between the rPLA matrix and the
different reinforcements used, the CMFs were extracted and treated using
physicochemical method followed by an enzymatic treatment (laccases and cellulases
enzymes). Then, the effect of CMFs concentrations (1.5, 3 and 6% w/w) and fiber size
(from 75 pym to 1.7 mm) was investigated in order to characterize the biocomposite
samples developed in terms of different characteristic properties, such as size,
morphology, mechanical properties (impact and tensile) and biodegradability.

The results obtained demonstrated that the combined physicochemical and enzymatic
treatments used led to a considerable size reduction of the cellulosic fibers (HF, MS and
DS) reaching more than 90% for CMFs extracted from DS as well as good interfacial
adhesion for all the biocomposite combinations studied. Analysis of variance followed by
Tukey tests showed that the best biocomposites in terms of mechanical properties
resulted from the association of rPLA with HF (Young's Modulus of 324.53 + 3.10 Mpa
and impact strength of 27.61 + 2.94 kJ/m2) followed by MS and DS which was confirmed
by various techniques such as scanning electron microscopy (SEM), X-ray diffraction
(XRD) and Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR). The biodegradation test at the
laboratory scale showed a biodegradation rate of 1.97% for HF, 1.57% for DS then 1.35%
for MS.

Keywords
Novel biocomposite; Recycled polylactic acid; Cellulosic microfibers; Physicochemical
pretreatment; Enzymatic treatment; Mechanical tests; Biodegradability test

Abbreviations

ABTS, 2, 2-Azino bis (3-ethylbenzthiazoline-6-sulfonic acid); ANOVA, Analysis of
Variance; CMF, Cellulosic Microfibers; DNS, 3,5-Dinitrosalicylic acid; DS, Deinked
Sludge; Fpase, Filter Paper cellulase assay; HF, Hemp Fiber; IU/gds, International
Unit/gram dry substrate; MS, Mixed Sludge; PLA, Polylactic Acid; rPLA, Recycled
Polylactic Acid; SSF, Solid-state fermentation
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1. Introduction

Recently, the biocomposites are gaining increasing interest mainly due to the strict
environmental constraints and increasing consumer preferences. In order to meet the
ever-increasing demands of biocomposites, the research efforts are devoted in the search
of novel materials. Automotive and construction are the two potential sectors with high
demand of biocomposites (Brief, 2011; Dittenber & GangaRao, 2012). The European
Union mandates that vehicles should be made of 95% recycled materials by 2025 (Ahmad
et al.,, 2015). The US Department of Energy has set a target of using plant-derived
renewable materials to fulfill 10% of chemical feedstock demand by 2020 and up to 50%
by 2050 (McLaren, 1999). The major impediment in the production of the biocomposites
using natural fibers is to integrate hydrophilic fibers, such as hemp, cotton, flax and sisal
in a polymer matrix which is generally of hydrophobic character, such as polylactic acid
(PLA). PLA is a biopolymer made from renewable resources (Sangeetha et al., 2016) and
presents humerous advantages including: low cost production, commercial availability and
potential applications, such as packaging, medical, textile, automotive, etc. (Avérous,
2008). Currently, the recycling techniques of PLA are still limited due to the lack of suitable
infrastructure and the logistics required for collecting and sorting PLA from municipal solid
waste (Ren, 2011). According to the United States Environmental Protection Agency (US
EPA) 2014 report, about 60,000 tons of PLA waste was generated in the USA in 2014,
from which only a negligible amount (less than 10%) was composted (EPA, 2015). Many
studies showed that mechanical properties of recycled polylactic acid (rPLA) are not of
suitable quality for industrial applications (Hamad et al., 2010; Laadila et al., 2017). Hence,
the idea of reinforcing the rPLA matrix with cellulosic fibers to develop biocomposites with
mechanical properties superior to those of rPLA can be useful approach to increase its
applications. Several natural fibers, such as kenaf, jute, flax, abaca, etc. can play the role
of reinforcements. The choice of hemp fibers, used exclusively in the fields of medicine,
pharmacy and textile (Sair et al., 2017), as reinforcing elements is due to their high
cellulose content (70%) and their specific strength and rigidity which are higher than those
of glass fibers (Jawaid et al., 2016). Concerning the second choice, the pulp and paper
solid waste is considered cellulosic material (Jang & Lee, 2000) because it's mainly
composed of cellulosic fibers and inorganic materials. Due to its composition, it have the
potential to replace conventional reinforcements such as talc, calcium carbonate and clay
(Son et al., 2001).
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Interfacial phenomena and its importance in terms of adhesion and charge transfer in
natural fibers may be difficult in understanding. Various treatments of natural fibers allow
the modification of their surfaces. These treatments reduce water retention, create a
strong bond at the fiber-polymer interface and therefore give better mechanical properties
to biocomposite materials (Al-Kaabi et al., 2005). The most commonly applied technique
is the alkaline treatment. This treatment removes non-cellulosic compounds from the fiber,
such as waxy cuticle layers, oils, lignin, hemicellulose, pectin and impurities. Thus, it gives
a surface roughness and leads to a better impregnation of the matrix (Al-Kaabi et al., 2005;
Faulstich de Paiva & Frollini, 2006).

Recently, the use of enzymatic technology is becoming more and more promising in the
modification of the structure and surface of natural fibers (Alix et al., 2012; Liu et al., 2012;
George et al., 2014, Laadila et al., 2017). A major reason for embracing this technology is
the fact that the application of enzymes is environmental friendly. In addition, the action of
the enzymes is targeted since they only attack the undesirable constituents without the
structural modification of the important components (Bledzki et al., 2010).

The main objective of this study was to produce novel biocomposite materials while
evaluating the: effect of different treatments (physical, chemical and enzymatic) on the
morphology and biochemical composition of three cellulosic fibers extracted from HF, MS
and DS; and finally, on the characteristic properties (mechanical and biological) of rPLA-

cellulosic fiber biocomposites.
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2. Materials and methods

2.1. Materials

All the chemicals used in the experiments were purchased from Fisher Scientific Company
(Ottawa, ON, Canada) or Sigma-Aldrich Canada Ltd (Oakville, ON, Canada) and were of
high purity. The sources for cellulosic fibers used are: pulp and paper sludge (mixed and
deinked sludge) from kruger Wayagamack Inc (Trois Rivieres, Quebec, Canada) and
hemp fiber from I'Etoffe rustique Inc (Rimouski, Quebec, Canada). The Post-consumer

recycled PLA (rPLA) was provided by Gaudreau Environment (Victoria Ville, Quebec).

2.2. Methods
2.2.1. Enzymes production

2.2.1.1. Substrate composition

The blueberry pomace (blueberry juice industry waste) was used as a solid-state
fermentation (SSF) substrate for the production of lignocellulosic enzymes (laccases and
cellulases) owing to the presence of suitable carbon/nitrogen (C/N) ratio and other vital
nutrients required for the fungal growth. The proximate composition of blueberry is

provided in Table 1.

Table 1: Physicochemical characteristics of blueberry pomace.

Parameter Value

pH 45+0.1

Moisture % (v/iw) 75+0.7

Metal concentration (ppm)

Ca 1180.23 + 45.45
Mg 594.62 + 3.83
S 808.06 + 2.61
Mn 107.98 £ 1.91
Na 70.85 + 1.45
P 1032.63 + 12.67
Zn 10.06 + 0.35
Fe 10.16 + 0.06
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K 3499.33 + 23.49

Cu 4.11+0.12
Total Carbon % (w/w) 52.6+0.1
Total Nitrogen % (w/w) 21+£0.2

+ represents standard error calculated using duplicate sets.

2.2.1.2. Laccase production

Laccase production was carried out by using blueberry pomace as a fermentation
substrate by the fungus Trametes versicolor (ATCC-20869). T. versicolor was freshly pre-
cultured in PDB (Potato Dextrose Broth) liquid culture medium and incubated at 30 + 1 °
C, 150 rpm for 7 days in a shaking incubator. Then, the fungus was re-cultured on PDA
(Potato Dextrose Agar) which was used as an inoculum and incubated at 30 + 1 ° C for
10 days in the static incubator (Laadila et al., 2017). Forty grams of the substrate (75%
w/w moisture and pH 4.5) was placed in 500 mL Erlenmeyer flask and was thoroughly
mixed and autoclaved at 121 + 1 ° C (15 psi) for 20 min. The medium was then cooled
down and inoculated with one fresh PDA petri plate of T. versicolor and allowed to grow
at 30 + 1 ° C in the static incubator (Laadila et al., 2017). A sample was taken every 24 h
and analyzed for laccase activity.

2.2.1.3. Cellulase production

Cellulase production was carried out using blueberry pomace as a substrate by the fungus
Aspergillus niger (ATCC-6275). A. Niger was freshly pre-cultured in PDB and used as an
inoculum. The incubation was done at 30 + 1 ° C and 150 rpm for 6 days in a rotary
incubator. From the liquid solution, the fungus was grown on the PDA contained in the
petri dishes at 30 £ 1 ° C for 5 days in a static incubator for growth of the culture. Then,
the spores produced are recovered from petri dishes, using 0.1% (v/v) Tween-80 as an
inducer. Finally, the spores were counted with a hemocytometer so that they can be used
for inoculation (Dhillon et al., 2011).

Forty grams of the substrate was placed in 500 mL Erlenmeyer flask and adjusted its
moisture to 75% (w/w) with sterilized water and its pH at 6.5 then was thoroughly mixed
and autoclaved at 121 + 1 ° C (15 psi) for 20 min. The fermentation medium was then
cooled down and inoculated with the spore solution (1 x 107 spores/g dry substrate) of A.

Niger recovered from PDA petri dishes and allowed to grow at 30 + 1 ° C in the static
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incubator (Dhillon et al., 2011). A sample was taken every 24 h to study and analyzed the

production of cellulase.

2.2.2. Enzymes extraction

2.2.2.1. Laccase extraction

The laccase extraction was carried out in 50 mM sodium phosphate buffer solution (10/1:
viw) at pH 6.5. One gram of fermentation medium was mixed with 20 mL of the buffer
solution. The mixture was placed in a shaking incubator at 150 rpom for1 hat30+ 1 ° C.
Then the medium was centrifuged at 7000 x g for 20 min at 4 + 1 ° C (Laadila et al., 2017).
The collected supernatant was analyzed by spectrophotometric method for the enzymatic

activity.

2.2.2.2. Cellulase extraction

The cellulase extraction was performed by mixing one gram of fermented substrate with
distilled water at solid/liquid ratio 1:20. The mixture was placed in a rotary shaker for 30-
45 min at 150 rpm at room temperature (Bansal et al., 2011). The contents of the flasks
were then centrifuged at 10000 x g for 10 min at 4 £+ 1 ° C (Bansal et al., 2012). The

collected supernatant was analyzed for cellulase activity.

2.2.3. Enzymes assay

2.2.3.1. Laccase assay

The laccase activity was assayed using spectrophotometer according to the method
described by Laadila et al. (2017). In a cuvette, 0.5 mL of 2,2'-azinobis (3-
ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) (ABTS) at 0.5 mM was mixed with 2.58 mL of the
phosphate citrate buffer solution at 0.1 M and pH 4. Then, 0.02 mL of the enzyme solution
was added to the mixture and incubated for 10 min at 45+1 ° C. The oxidation of the ABTS
was determined at a wavelength of 420 nm (Collins & Dobson, 1997). One unit of laccase
activity was defined as the amount of enzyme required to oxidize one ymol of ABTS per

minute. The equation of laccase activity in unit per gram is as follows:
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S * cuvette volume
EA =

= b l 1 bstrat 1
&£ *wavelength » enzyme volume * buffer volume per 19 of substrate @)

Where S is the slope of a pure laccase standard curve and € is the extinction coefficient
(€420 = 36mm / cm).

2.2.3.2.  Filter paper cellulase assay (FPase)

The cellulase activity was determined using the International Union of Pure and Applied
Chemistry (IUPAC) recommended filter paper test and was expressed in filter paper unit
(FPU) (Adney & Baker, 1996). In a test tube with a working volume of 25 mL, 1 mL of the
0.05 M sodium citrate buffer solution at pH 4.8 was added to 0.5 mL of the crude fermented
liquor containing cellulase enzyme diluted. Two dilutions were made for each enzymatic
sample studied.

Subsequently, a Whatman filter paper strip (No. 1, 0.25 mm pore size, 1.5 cm diameter)
was added to the tube and mixed properly. The mixture was incubated in water batch at
5041 ° C for 1h. In the test tube, 3 mL of 1 % 3,5- dinitrosalicylic acid (DNS) was added
for stopping the reaction and was mixed by vortex. The final mixture was incubated in
water bath at 100+1 ° C for 5 min, then the mixture is poured into a cuvette and the activity
was measured by spectrophotometer at a wavelength of 540 nm (Zhang et al., 2007). The

dilutions used in enzymatic concentrations are translated by the following equation:

1 _ Volume of enzyme in dilution

C tration=——+— (=
oncentration dilution Total volume of dilution @

The calculation of the FPU is done as follows:

0,37
FPU = - - units/ml 3)
Enzyme concentration releasing 2 mg glucose

2.2.4. Cellulose extraction from pulp and paper sludge and hemp fibers
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2.2.4.1. Mechanical and chemical pre-treatment

The chemical pretreatment was performed on different cellulosic fibers i.e. (HF, MS and
DS). All the three samples of cellulosic fibers were washed with distilled water to remove
contaminants and sticky dirt. Then, they were dried in an oven for 24 h at 60+1 ° C. After
drying, the samples were grinded by lab grinder and treated with 10% (v/v) sodium
hydroxide (NaOH) at solid/liquid ratio 1:8 for 24h. Then, the fibers were washed several
times with distilled water to remove NaOH. The traces of NaOH were neutralized with a
sulfuric acid (2% (v/v)) solution till the neutral pH was reached. Subsequently, the fibers
were dried at 60+1 ° C for 24 h. This operation was followed by grinding again. The
grinding principle consists in crushing the fibers without destroying the fibrils (Rokbi et al.,
2011). The resulting fibers were then sieved to obtain deagglomerate aspect and to reduce
the fiber size. The obtained length of the fibers was ranged from 75 ym to 1.7 mm and to
have the exact size of each class of fibers, they were analyzed by the particle size

distribution analyzer.

2.2.4.2. Enzymatic treatment

About 4 g of the 3 pretreated fibers (HF, MS and DS) were immersed in an enzyme
solution at a concentration of 35 1U/g dry substrate (gds) (20 1U/gds of laccase + 15 IU/gds
of cellulase) in 200 mL working volume. The enzymatic treatment was carried out at 30+1
° C at 100 rpm for 7 days. The samples were taken every 24 h to analyze the particle size
evolution of the fibers (Tabka et al., 2006).

2.2.5. Modified cellulosic fibers analysis

2.2.5.1. Particle size distribution analyzer

The patrticle size distribution was carried out using the laser diffraction analyzer (Horiba
LA-950, output 5 mW, Wavelength 650 nm). The particle size of HF, MS and DS fibers
was measured before and after the alkali and the enzymatic treatments. The mean
diameter (Dso) was used to determine the average particle size. Analysis was carried out

in triplicates for each sample.
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2.2.5.2.  Scanning electron microscopy (SEM)

SEM (Carl Zeiss EVO 50) was used to characterize the morphology and the approximate
size of the fibers before and after enzymatic treatment. The samples were prepared by
mounting HF, MS and DS fibers on SEM grid using SPI module sputter coated with gold.
These fibers were analyzed by different detectors that reconstruct a three-dimensional

image of the surface. The images were obtained under an accelerating voltage of 12 KV.

2.2.5.3.  Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR)

FTIR was used to analyze the changes in the cellulose functional groups of HF, MS and
DS fibers at different stages of alkali treatment and enzymatic treatment, respectively. The
FTIR spectra was collected over a wavelength range of 4000 to 500 cm™ using the
spectrometer (NICOLET IS50 FT-IR). The spectral data was recorded in the absorbance

mode as a function of the wave number.

2.25.4. X-ray diffraction (XRD)

XRD was used to analyze the crystalline structure of pulp and paper sludge (MS and DS)
and HF before and after the enzymatic treatment. The analysis was performed using
Siemens model D5000 with a lamp and anode at a wavelength (A=0.154059 nm), the
applied power was of the order of 40kV 30mA - Kristalloflex Generator 710-H. In brief, 1g
of the sample in the form of a fine powder (< 100 um) was put in the plastic support for

analyzes.

2.2.6. Biocomposites preparation and mechanical characterization

2.2.6.1. Experimental plan

The experimental plan used is shown in Table 2. For the mechanical tests, 27
biocomposites were developed using different percentages (1.5, 3 and 6%) of
enzymatically treated cellulosic fibers (HF, MS and DS) and rPLA matrix. Furthermore, the
virgin biopolymer formulated only with rPLA was used as control. It's important to note that
the fabricated biocomposites belonging to the 1.7um class of DS (DS 1.5% 1.7um; DS 3%

1.7um and DS 6% 1.7um), their mechanical tests results will not be represented in the
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Results and Discussion section because of the comparison to their >1.7 mm class results.
Idem for the biocomposites belonging to the 850 ym class of HF (HF 1.5% 850um; HF 3%
850um and HF 6% 850um) which their results are comparatively close to those of the
1.7mm class and will not be represented in the Results and Discussion section too. The

biocomposite code will be the code used throughout the report.

Table 2: The experimental plan used for the biocomposites formulation.

Class Fiber size after E.T* Fiber rPLA used Code sample
(Hm) used (%) (%)
1.7 mm 740.07 + 54.62 HF 1.5% 1.7um
850 um 662.24 + 33.41 15 98.5 HF 1.5% 850um
75 um 152.70 + 7.74 HF 1.5% 75um
Hemp 1.7 mm 740.07 + 54.62 HF 3% 1.7um
fiber 850 um 662.24 + 33.41 3 97 HF 3% 850um
75 um 152.70 + 7.74 HF 3% 75um
1.7 mm 740.07 + 54.62 HF 6% 1.7um
850 um 662.24 + 33.41 6 94 HF 6% 850um
75 um 152.70 + 7.74 HF 6% 75um
>1.7 mm 1119.44 + 29.04 MS 1.5% >1.7um
850 um 435.16 £ 9.02 1.5 98.5 MS 1.5% 850um
75 um 168.07 + 0.29 MS 1.5% 75um
Mixed >1.7 mm 1119.44 + 29.04 MS 3% >1.7um
sludge 850 um 435.16 £ 9.02 3 97 MS 3% 850um
75 um 168.07 + 0.29 MS 3% 75um
>1.7 mm 1119.44 + 29.04 MS 6% >1.7um
850 um 435.16 + 9.02 6 94 MS 6% 850um
75 um 168.07 + 0.29 MS 6% 75um
>1.7 mm 169.17 + 12.62 DS 1.5% >1.7um
1.7 mm 161.71 +5.81 1.5 98.5 DS 1.5% 1.7um
75 um 87.83 + 1.05 DS 1.5% 75um
Deinked >1.7 mm 169.17 + 12.62 DS 3% >1.7um
sludge 1.7 mm 161.71 £5.81 3 97 DS 3% 1.7um
75 pm 87.83+1.05 DS 3% 75um
>1.7 mm 169.17 + 12.62 DS 6% >1.7um
1.7 mm 161.71 £5.81 6 94 DS 6% 1.7um
75 um 87.83 + 1.05 DS 6% 75um
recycled PLA 0 100 rPLA 100%

*E.T= Enzymatic treatment
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2.2.6.2. Biocomposites preparation

The biocomposite plates were prepared by blending dry rPLA matrix with enzymatically
treated cellulosic fibers at different mass ratios (1.5%, 3% and 6% w/w). These plates
were then cut to produce the required samples shape for each mechanical test (tensile
and impact). Before being molded into plates, the rPLA matrix and the cellulosic fibers
were dried for 24 h at 90£1 °C. The Carver Autoseries 3893 model compression press
was operated at 160+1 ° C using a constant force of 2.27 metric tons (5000 pounds) for
an aluminum mold of dimensions 80 mm x 100 mm x 3 mm. The pressure was maintained
for 20 min, then the mold was cooled to 50+1 °C by circulating cold water through the
cooling circuit. The number of samples required for each mechanical test, as well as the
ASTM standard used for comparisons, are presented in Table 3. The standard is
respected in the majority of the biocomposites, except for the impact test where there was

a lack of samples.

Table 3: Standards and number of samples required.

Number of tests Number of tests
Test _ ASTM standard
required done
Tensile 5 5 D683
Impact 10 5 D256
2.2.6.3. Mechanical tests

The mechanical tensile tests were performed on the Instron 5565 instrument. In total, five
dog bone biocompaosite specimens used according to ASTM D638 Type V. The movement
speed used is 1 mm / min in order to have enough points for the most fragile biocomposites
with a concentration of 1.5% of fibers. The mechanical impact test was performed using
ASTM standards for a notched Charpy impact test. The device used to make the notch is
Dynisco brand and ASN 120-m model. The cuts made are standardized according to
ASTM D256 standard, ie a depth of 2.54 mm with an angle of 22.5 degrees. Subsequently,
the impact tests were carried out using a Tinius Olsen Impact 104 model. In total about 5

rectangular samples of dimensions 12.7 mm by 125 mm length of biocomposite for each
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class of cellulosic fiber (HF, MS and DS) were fractured at room temperature. The
samples, used for the determination of the impact resistance, were first cut in order to
facilitate the breakage. The pendulum used is that of 23.08 Newtons (2.354 kg) with a
capacity of 15 Joules. The results of the impact resistance are the means as well as the

standard deviations of each biocomposite repetition.

2.2.6.4.  Statistical analysis of mechanical tests

In the ANOVA study (Lowry, 2014), a significant F-ratio only indicates that the overall
difference between the sample means is significantly different from zero. This type of test
does not allow to conclude that any sample is different from another. For some types of
analysis, this kind of test may be sufficient. There are, however, many situations where it
is desirable to determine precisely whether an "X" value differs substantially from "Y" or
"Z". This type of comparison can only be done with a single Tukey test because it involves
more than three comparisons. In our case, all the calculations were done by Statistica
software version 13.2. The values used for the comparison in this work are a detection
threshold of 1%, a number of freedom degrees of 5 and a number of samples of 27 (there
are 27 types of biocomposites to be compared with rPLA).

2.2.6.5.  Soil burial biodegradation test

The biodegradation experiment was performed according to the soil burial method (Yussuf
et al., 2010). Based on their satisfying mechanical properties, four formulated
biocomposites samples (HF 6% 75um, MS 6% 75um, DS 6% 75um and the control rPLA
100%) were tested and the average and the standard deviation of five replicates were
reported.

The samples were buried in a large outdoor planter containing 10 cm of compost soll
sandwiched between 10 cm layers of mature soil made from food and garden plants. The
biocomposite samples with the dimension of 2 cm x 2 cm were buried in the middle part
of the compost soil. The outdoor planter was left in the open air for the photosynthesis
process and to prevent the water loss by evaporation, the soil was watered with a known
amount of water every two days when it was hot and every four days when it became cold.
The samples were withdrawn from the soil to assess their biodegradation rate monthly for

total 6 months period (July to December). After being removed from the soil, the samples
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were washed with sterilized water to remove soil residues, then dried in an oven at 60+1
°C until the weight became constant. The rate of biodegradation of the samples was

assessed each month by measuring their weight loss according to the following equation:

Xg— X
%weight loss = ( 0 t) x 100 (4)

Xo

Where xo=biocomposite weight at t=0 months and x;=biocomposite weight at t=t months.
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3. Results and discussion

3.1. Enzyme production

The agro-food processing industries generate huge amounts of wastes which currently
finds limited applications. As reported by The Food and Agriculture Organization of the
United Nations, the blueberry production reached 269,257 tons in USA and 178,745 tons
in Canada in 2016 (FAOSTAT, 2016). The blueberry pomace is the waste obtained as a
primary by-product of juice processing. This waste is recognized as a potential value raw
material for achieving higher enzyme production by SSF (Karmakar & Ray, 2010),
especially, due to its high carbon content with a percentage of 52.6 %. Furthermore, the
use of low cost substrate and economical technology can help to reduce the overall cost
of enzyme production compared to the prices of commercial enzymes. The main purpose
of the physicochemical pretreatment has been used as fiber preparation processes to
enhance the effect of the enzymatic treatment by obtaining better enzyme accessibility.
The purpose of this treatment is the modification of cellulosic structure using cellulase by
increasing the crystallinity of the treated fibers and the surface activation using laccase by
improving the interfacial adhesion between the matrix and treated fibers. The production
of enzymes was carried out by the fungi Trametes versicolor and Aspergillus niger known
for their high production capacity of laccases and cellulases respectively. The maximum
laccase production obtained was 37.02 + 2.17 IU / gds after 8 days of fermentation (Fig.
28). Similarly, cellulases production reached its maximum after 5 days of fermentation with
an enzymatic activity of 11.5 + 0.11 1U / gds (Fig. 29).
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Figure 28: Time course of laccase production by the solid-state fermentation of Trametes
versicolor.
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Figure 29: Time course of cellulase FPase production by the solid-state culture of
Aspergillus niger.

The enzyme production (laccase and cellulases) in this study was compared to the
fermentation results cited in many reports on enzyme production using various agro-
industrial wastes, such as sugarcane bagasse, wheat bran, rice straw, rice husk, kinnow
waste, apple pomace, etc. (Table 4). These wastes were chosen because of their ubiquity,
high biodegradability, nutrient richness and negative cost. Wheat bran, however, holds the
key and has been most frequently used in the production of various lignocellulosic
enzymes (Fadel, 2000; Verma & Madamwar, 2002; Papinutti et al., 2003). However, the
low enzymatic activities by some fungi (Trametes versicolor, Phanerochaete
chrysosporium, Pleurotus ostreatus, Aspergillus niger and Trichoderma reesei) may be
due to the suboptimal availability of some nutrients in the substrates or even their absence
(Sukumaran et al., 2009; Waghmare et al., 2014). In these cases, it will become necessary
to supplement them with an external source. The addition of certain stimulating
substances (inducers), namely sucrose, basal mineral salt solution, mineral salt medium,
copper sulfate, etc. increases the production of these enzymes (Fadel, 2000; Patel et al.,
2009; Sukumaran et al., 2009). The results in Table 4 clearly show the positive effect of
different inducers on laccase and cellulases productions, respectively.

The laccase activity of 14,189 IU/gds by Pleurotus ostreatus strains grown on wheat straw
supplemented with copper sulfate was achieved after 8 days of incubation period by Patel

et al. (2009). Dhillon et al. (2012) evaluated the potential of apple pomace supplemented
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with rice husk for production of cellulases enzymes. They achieved max activity around
133.68 IU/gds after 48 h incubation time by A. niger. In other study, using Pleurotus
ostreatus and Phanerochaete chrysosporium in mixed culture fermentation, the laccase
activity of 772 IU/gds after 20 days fermentation period was achieved by Verma and
Madamwar (2002) and using Trichoderma reesei and A. niger in mixed culture
fermentation, the cellulose activity of 28.0 IU/gds after 48 h fermentation period was
achieved by Oberoi et al. (2010).

It is important to note that the optimization of lignocellulosic enzyme production depends
on several parameters. PH, temperature and agitation are important factors that regulate
the production of enzymes. The presence of carbon, nitrogen, organic acid and dissolved
oxygen in the media are critical factors too. In addition, the production of lignocellulosic
enzymes is influenced by the duration of production which is a very important parameter

in the enzymatic recovery process.

Table 4: Activities comparison of laccase and cellulases produced by various fungi under

SSF.

Microorganisms

Substrate

Enzyme
activity/incubation time

References

Laccases

Trametes versicolor

Mixed culture of
Pleurotus ostreatus and
Phanerochaete
chrysosporium

Fomes sclerodermeus

Streptomyces
psammoticus

Pleurotus ostreatus

Phanerochaete
chrysosporium

Trametes versicolor

Trametes versicolor

Sugarcane bagasse +
nitrogen source

Wheat bran + neem hull

Wheat bran

Rice straw + copper
sulfate

Wheat straw + copper
sulfate

Sorghum husks

Apple pomace + copper
sulfate

Blueberry pomace

5 U/mL — 5 days

772 1U/gds — 20 days

270 1U/gds — 28 days
55.4 1U/gds — 48 h
14,189 IU/gds — 8 days
0.128 U/mL — 8 days

49.16 IU/gds — 7 days
37.02 IU/gds — 8 days

(Pal et al., 1995)

(Verma &
Madamwar, 2002)

(Papinutti et al.,
2003)
(Niladevi et al.,
2007)

(Patel et al., 2009)

(Waghmare et al.,
2014)

(Lonappan et al.,
2017)

Present study

Cellulases
Aspergillus niger

Aspergillus niger

Radicle waste + wheat
bran + sucrose

Rice straw + basal
medium

93

FPase — 59.2 IU/gds —
72 h

FPase — 19.5 IU/gds — 4
days

(Fadel, 2000)

(Kang et al., 2004)



sugarcane bagasse + - ppage o5 6 Ujgds -

Trichoderma reesei basal mineral salt 67 h (Mekala et al., 2008)
solution
. . Wheat bran + mineral salt FPase — 22.8 [U/gds — (Sukumaran et al.,
Trichoderma reesei medium 96 h 2009)
: . Wheat bran + mineral salt FPase — 4.55 [U/gds — (Sukumaran et al.,
Aspergillus niger medium 96 h 2009)
Mixed cqlture of T. reesei Kinnow waste + wheat FPase — 28.0 IU/gds — (Oberoi et al., 2010)
and A. niger bran 48 h
Mixed cglture of T. reesei Rice straw + wheat bran FPase —35.8 1U/gds - (Dhillon et al., 2011)
and A. niger 96 h
Aspergillus niger Apple pomace + rice FPase — 133.68 |U/gds - (Dhillon et al., 2012)
husk 48 h
Aspergillus niger Bluberry pomace gg;fe —11.51U/gds - 5 Present study

3.2. The alkali pretreatment of the cellulosic fibers

The size distribution of the 3 classes of HF (1.7 mm, 850 um, 75 um), MS (>1.7 mm, 850
pm, 75 um) and DS (>1.7mm, 1.7mm, 75 um) after the alkali pretreatment was carried out
using the patrticle size distribution analyzer. The obtained results of the average diameter
(Dso) of the fibers were gathered in Table 5. After the alkaline pretreatment, the size
reduction after 24 h of incubation for HF was 6.40, 3.40 and 26.36%; for MS fibers was
5.83, 22.58 and 33.44% and finally for DS fibers was 6.13, 39.77 and 59.22%, respectively
for the first, second and third class.

The alkali treatment process effects the natural fibers and brings a clear performance
towards the quality of the fiber-matrix adhesion. This treatment increases the fiber /
polymer contact area. Some authors advocate that this improvement is due to the
elimination of non-cellulosic compounds (waxy cuticle layers, oils and impurities) from the
surface. Thus, it leads to an improvement in the interfacial bond between the fiber and the
matrix (Sreekala et al., 2000; Alvarez & Vazquez, 2006; Faulstich de Paiva & Frollini,
2006). Alkaline treatment is often used to remove residual lignin, hemicellulose, and
impurities. It also promotes the fibrillation of the fibers and the ionization of the hydroxyl
group of the alcoholate (Al-Kaabi et al., 2005). Rokbi et al. (2011) reported that the use of
the alkaline solution at 10% v/v concentration and an immersion time of 24 h leads to
further reduction of the cementing components and weakening of the consolidation
between the fibrils; therefore, the separation of individual fibers becomes easier. Hence,

the results obtained showed an acceptable size reduction for all the fibers which means a

94



partial elimination of a certain quantity of the cementing components at the outer surface

of the fibers, thus, the use of the enzymatic treatment.

Table 5: Particle size analysis of cellulosic fibers after physicochemical pretreatment.

Cellulose sources Class Initial fiber size (um) Fiber size ?Ltrir) 10%NaOH

1.7 mm 1728.15 + 89.65 1617.50 £ 101.19

Hemp fiber 850 um 1633.71 + 125.58 1578.08 £ 98.24
75 um 845.64 + 97.22 622.71 + 47.43

>1.7 mm 2578.90 +93.77 2428.56 + 126.50
Mixed sludge 850 um 1167.45 +114.89 903.81 + 80.91
75 um 495.34 +54.90 329.70 +26.42

>1.7 mm 1816.32 + 76.19 1704.93 + 40.88
Deinked sludge 1.7 mm 730.05 £ 84.89 439.69 + 27.71
75 um 295.93 +50.34 120.69 + 20.09

3.3. Effect of enzymatic treatment on cellulosic fibers

The enzymatic treatment was performed using in-house produced laccase and cellulase
through SSF of blueberry pomace. The enzymatic modification was applied to the 3
classes of each cellulose source (HF, MS and DS) after mechanical and chemical
pretreatments. The main aim of this treatment was to reduce the size of cellulosic fibers
by cellulase and the activation of their surface by laccase (Henriksson et al., 2005; Faruk
et al., 2012). To evaluate the effects of enzymatic treatment and its potential on the
interfacial adhesion between cellulosic fibers and rPLA matrix, the XRD, SEM and FTIR

techniques were used.

3.3.1. Particle size analysis

The results of the particle size analysis of the 3 classes of HF (1.7 mm, 850 um, 75 pum),
MS (>1.7 mm, 850 pm, 75 pm) and DS (>1.7mm, 1.7mm, 75 um) after the enzymatic
treatment (laccase and cellulase) are presented in Fig. 30. For the hemp fiber (Fig. 30A),
the size was reduced after 7 days of incubation by 54.24% for the first class (from 1617.50
+101.19 pm to 740.07 £ 54.62 pm), by 58.03% for the second class (from 1578.08 + 98.24
pm to 662.24 + 33.41 um) and by 75.48% for the third class (from 622.71 + 47.43 pm to
152.70 £ 70.74 pm). The size evolution of MS fibers during the enzymatic treatment (Fig.
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30B) followed the same trend as the HF: a size reduction of 53.9% for the first class (from
2428.56 + 126.50 um to 1119.44 + 2904 um), 51.85% for the second class (from 903.81
+80.91 um to 435.16 + 90.02 um) and 49.02% for the third class (from 329.70 + 26.42 um
to 168.07 =+ 10.29 um). Lastly, Fig. 30C shows that the size of DS fibers during the
enzymatic treatment was reduced by 90.08% for the first class (from 1704.93 £ 40.88 um
t0 169.17 £ 12.62 um), by 63.22% for the second class (from 439.69 £ 27.71 umto 161.71
+50.81 um) and by 27.23% for the third class (from 120.69 + 20.09 um to 87.83 + 10.05
pm). This decrease in the dimensions of the fibers can be attributed to the partial
degradation of the extractable organic matters (such as waxes) as well as some of the
cementing components (lignin and hemicellulose) after the alkali and enzymatic
treatments (Li et al., 2007; Chen et al., 2010). These procedures change the structure of
the fibers and make it possible to obtain more separated and more exposed cellulosic
fibrils. As a result, the fibers become shorter and thinner after the treatments (Chowdhury
et al., 2013). Since there is not a big variation between the first and the second class of
the HF and DS after the enzymatic treatment, we will not consider and use their second

class in the biocomposite preparation.
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Figure 30: Size analysis of cellulosic fibers in hemp fiber (A), mixed sludge (B) and deinked
sludge (C) during the enzymatic treatment.

3.3.2. XRD analysis

The structural changes in the three cellulosic fiber sources (HF, MS and DS) were

analyzed by X-ray diffraction to track changes in the crystallinity of the cellulosic fibers

before and after enzymatic treatment (Fig. 31A, 31B and 31C). Fig. 31A depicts

remarkable changes in hemp fibers peaks. The main peaks appeared at 14.8, 16.4 and
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22.52 which correspond respectively to diffraction planes of (390), (336) and (742). In Fig.
31B, the structural changes in mixed sludge peaks were apparent. The main peaks
appeared at 12.22, 14.28, 16.9 and 22.44 which corresponds respectively to diffraction
planes of (139), (213), (235) and (374). However, the crystallinity of the DS fibers (Fig.
31C) after enzymatic treatment was slightly lower than the control (before enzymatic
treatment). These results show that crystalline regions are widely present in the
enzymatically treated cellulosic fibers of HF and MS, with a high percentage, compared to
amorphous regions (Pickering et al., 2011). Thus, the elimination of hemicellulose and
lignin fractions increases both the crystalline surface area and the accessibility of enzymes
to cellulose and also modifies significantly the structure of natural fibers (Mussatto et al.,
2008). In the case of DS, the enzymatic treatment caused the reduction of the crystallinity
and the increase of the amorphous zones. This results could negatively impact the
mechanical properties of the formulated biocomposites made with the DS (Efrati et al.,
2013).
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Figure 31: XRD spectra of hemp fibers (A), mixed sludge (B) and deinked sludge (C) before
and after enzymatic treatment.

3.3.3. SEM analysis

After the enzymatic treatment, the three sources of cellulosic fibers were analyzed by SEM

to confirm the effectiveness of the enzymatic treatment (Fig. 32-34). The cellulosic fibers
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after alkali pretreatment were considered as control. Fig. 32 and 33 depicted an irregular
structure and a remarkable change in the morphology of cellulosic fibers of HF and MS
respectively after the enzymatic treatment. The size of the cellulosic fibers was
considerably reduced as well as they were largely detached in individual microfibers which
confirms that the cementing materials such as hemicellulose, lignin and pectin were
significantly removed after the enzymatic treatment. However, for the DS (Fig. 34) slight
changes were observed after the enzymatic treatment because of its low cellulose content
which prevents the enzymatic action of the cellulase. The size of the fibers significantly
affects the adhesion with the matrix. Thus, smaller the size, better is the adhesion which

can promote the biocompaosite development with high mechanical properties (Mukherjee
& Kao, 2011).

Figure 33: SEM micrographs of mixed sludge (A) before and (B) after enzymatic treatment.
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Figure 34: SEM micrographs of deinked sludge (A) before and (B) after enzymatic treatment.

3.3.4. FTIR spectra

The structural changes in cellulosic fibers from hemp fibers and pulp and paper biosolids
were analyzed by FTIR at different stages, namely, before and after alkaline pretreatment
and enzymatic treatment, respectively. The FTIR spectra of HF, MS and DS are
respectively shown in Fig. 35A, 35B and 35C. The cellulose bands were more intense in
the spectra of the samples after treatment because the removal of lignin increased their
crystalline content. Indeed, the peaks attributed to cellulosic C-H groups extending in the
region of 1400-1300 cm™ were more intense in the HF and MS samples after their
treatment compared to the DS. Fig. 35 (A) and (B) showed that the alkaline and enzymatic
treatment steps remove most of the lignin from the cellulose fibers: the 1525 cm™ bands
disappear after these treatments (Zuluaga et al., 2009) which does not observed in DS
(Fig. 35 (C)). The peak attributed to the COOH groups that appeared in the HF and BM
spectrum at 1635 cm™ except DS characterize the carboxyl functional group or acid esters.
The changes in the peak could be associated to water adsorption or carbohydrates
oxidation (Hassan et al., 2010). The peak at 1574 cm™* which corresponds to the benzene
structure of lignin, was reduced in HF and MS only, but a very low peak remains in this
region of the spectrum indicating that the samples contained lignin residues and the
enzymatic treatment was not able to fully eliminate the lignin. By comparing the spectrum
before and after the chemical treatment of the 3 fibers studied, a very visible reduction of
the vibration peak at 2900 cm™ were observed which represented the CH group present
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in the cellulose (Tang et al.,, 2015) in HF and BM and a slight reduction in BD. This
indicated the effect of the chemical treatment by using a low concentration of NaOH on
the degradation of the coating substances (lignin, hemicellulose and pectin) which could
influence on the size of the cellulosic fibers. Thus, the enzyme treatment was effective in
extracting the cellulosic fibers that are present in HF and MS and therefore they can be
used as a reinforcement for rPLA.

Consequently, the combined enzymatic and chemical treatment using a low concentration
of NaOH (10% v/v) was effective for the elimination of the amorphous components in the
cellulosic fibers of HF and MS mostly. Therefore, changes in the hydroxyl groups after
enzymatic treatment indicated an increased resistance to moisture. In addition, it also
reflects the degradation of coating substances (Cao & Tan, 2004).
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Figure 35: FTIR spectra for hemp fibers (A), mixed sludge (B) and deinked sludge (C) before
and after alkali and enzymatic treatment.

3.4. Mechanical proprieties of the biocomposites

The size and the percentage of the reinforcement have a direct effect on the mechanical
properties of biocomposite. This has been demonstrated by Laadila et al. (2017) who
studied the effects of particle size and percentage of cellulosic fibers in rPLA matrix and
showed that the biocomposite containing rPLA + 2% treated cellulosic fibers was achieved
the highest mechanical properties as compared to rPLA, rPLA + 5% and rPLA + 10%.
Considering these results, we wanted to further refine the study while remaining in a range
close to 2%. We had, therefore, worked with percentages of fibers of 1.5%, 3% and 6%
and reduced sizes ranging between 0.075mm and 1.7mm, hence, we applied grinding,
alkaline treatment, sieving and enzymatic treatment.

The main results of the mechanical tests (tensile and impact tests) on the different
biocomposite formulations (27 biocomposites) are provided in Table 6. The results
indicated a difference between the values of the Young's modulus and the impact strength
of the control rPLA and the biocomposites with different formulations. The composite
control rPLA has the lowest tensile modulus (244.48 MPa) and the lowest tensile strength
(13.58 kJ/m?) compared to the other fabricated composites. All the biocomposites

reinforced with treated cellulosic fibers of HF, MS and DS and show improvement in the
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mechanical behavior. This may be due to improved compatibility at the fiber-matrix
interface. Compared to other formulations, the HF 3% 75um biocomposite has the highest
tensile strength of 324.53 MPa and the HF 1.5% 75um biocomposite has highest impact
strength of 27.61 kJ/m2. This increase in mechanical performance can be associated with
the substantial removal of the undesirable materials by the fiber treatment, which has led
to a higher cellulose content, a larger fiber / rPLA contact surface and consequently a
better adhesion to the interface.

Overall, the HF-reinforced biocomposites were the ones that gave the best results in terms
of mechanical properties compared to pulp and paper biosolids because of the cellulose
concentration which is the most important chemical component in the manufacture of
biocomposite with 74% in hemp fiber and 40-60% in pulp and paper sludge (Mwaikambo
& Ansell, 2002; Monte et al., 2009).

Many studies on natural fiber-based PLA biocomposites were carried out because of the
emergence of considerations related to sustainable development (Yussuf et al., 2010;
Gregorova et al., 2011; Bajpai et al., 2012; Thakur et al., 2014; Laadila et al., 2017). The
effect of different natural fibers on the mechanical properties of the resulting
biocomposites were studied through tensile and impact tests mainly. Examples include
recycled paper waste (67.9 £ 0.5 MPa; 23.5 £ 0.4 J/m), man-made cellulose (92 £ 4.7 MPa;
11.25 KJ/m?), abaca (74 MPa; 5.3 KJ/m?), kenaf (223 MPa; 9.5 + 1.3 KJ/m?) (Bajpai et al.,
2014), jute (93.5 MPa; 14.3 KJ/m?) and flax (54.15 MPa; 11.13 KJ/m?) (Siakeng et al.,
2015). However, good interfacial adhesion between rPLA matrix and the 3 fibers used was

clearly observed through mechanical tests due to alkali and enzymatic treatments.

Table 6: Mechanical properties of rPLA and its biocomposites.

Tensile test Impact test
Code sample | Young’s modulus (MPa) | Strength (kJ/m?)
HF 1.5% 1.7um 314.12 + 8.96 15.74 + 2.08
HF 1.5% 75um 317.63 +26.21 27.61+£2.94
Hemp fiber HF 3% 1.7um 321.60 + 20.51 16.82 + 3.17
HF 3% 75um 32453 + 3.10 14.72 £ 3.11
HF 6% 1.7um 304.66 + 3.32 10.35+1.16
HF 6% 75um 313.63 +8.10 11.28 + 1.65
MS 1.5% >1.7um 278.95 + 3.29 15.47 £ 1.97
Mixed sludge MS 1.5% 850um 298.50 + 11.92 16.46 + 0.38
MS 1.5% 75um 304.99 +5.61 16.59 +1.75
MS 3% >1.7um 264.79 + 9.93 16.10 £ 0.17
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MS 3% 850um 295.09 + 6.31 19.04 + 1.96
MS 3% 75um 300.55 + 16.26 20.47 + 4.24
MS 6% >1.7um 284.95 + 30.69 8.47 + 0.60
MS 6% 850um 266.73 + 5.86 11.91 £ 0.75
MS 6% 75um 312.54 + 8.96 12.34 £ 1.35
DS 1.5% >1.7pum 287.27 +7.92 13.06 + 1.24
DS 1.5% 75um 313.19 + 4.61 14.59 + 2.24
Deinked sludge DS 3% >1.7um 315.58 + 4.31 12.92 +2.29
DS 3% 75um 310.73 £ 3.70 12.53+0.61
DS 6% >1.7um 295.66 + 19.33 11.46 + 0.60
DS 6% 75um 316.59 + 2.80 7.67 £ 0.74
| rPLA (control) | rPLA100% | 244.48 + 11.23 | 13.85+042 |

In light of the mechanical tests results, statistical tests were conducted to better assess
the different biocomposites prepared. A test of ANOVA was carried out to establish any
parameter (percentage or size of the fibers) which might affects the biocomposites
properties followed by a Tukey test. Table 7 and 8 summarize the conclusions of statistical
analysis. The results of ANOVA (Table 7) indicates that the tensile test was statistically
dependent on the size of fibers used in biocomposites at P-values <0.05 of 0.0397, 0.0138
and 0.0373 for HF, MS and DS, respectively. For the impact test was statistically
dependent on the percentage of the fibers used in the biocomposites at P-value <0.05 of
0.0813, <0.0001 and 0.0118 for HF, MS and DS, respectively.

Increasing the percentage of cellulosic reinforcements improves almost systematically the
mechanical performance of biocomposites. However, too much cellulosic fibers implies a
difficult adhesion which leads to a decrease in mechanical performances in some cases
(Laadila et al., 2017). The size of the reinforcement has not only an influence on the
manufacturing process but also on the mechanical properties of the biocomposite.
Concerning the tensile strength, it seems that there is an optimal size of 75 um. Any
distance from this value leads to a decrease in performance. Further study on the
arrangement or distribution of particles will help to explain these later observations more
precisely. Indeed, Oksman and Clemons (1998) noted that small and well-dispersed
particles generally increase the resistance properties. As evident from Table 6, the best
tensile test results are obtained at a fiber size of 75um and for the impact test at a

percentage not exceeding 3%.
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Table 7: The P-value of the different types of cellulosic fibers.

P-value P-value P-value
Hemp fiber Mixed sludge | Deinked sludge
Percentage 0.9616 0.6834 0.2153
Tensile test Size 0.0397 0.0138 0.0373
Percentage*Size 0.5909 0.1359 0.1085
Percentage 0.0118 <0.0001 0.0813
Impact test Size 0.8677 0.1402 0.5736
Percentage*Size 0.1758 0.1945 0.2307

P-value <0.05

In order to continue the analysis of the results, the groups formed according to the Tukey
test are presented in Table 8 for each formulated biocomposite. In order to facilitate the
comparison between the different biocomposites and to try to determine the best
formulations, a simple way of comparison was used. An annotation of Good is assigned
for group A, Medium for group B and Low for group C. According to the observations, it
can be considered that HF is classified as the most interesting fiber to use as
reinforcement (group A), followed by MS which also produces interesting mechanical
properties since more than half of its biocomposites are found in group A and finally
biocomposites based on DS are found in the last position in group C (similar to the control)
which means that they are the least interesting to use. All these results indicate that the
mechanical performance of the biocomposites does not depend only on the extraction
method of the cellulosic fibers and the treatments used but also depend on the type of

natural fiber chosen.

Table 8: Results of the multiple comparison between different biocomposites.

Code sample Group

HF 1.5% 1.7um
HF 1.5% 75pm
HF 3% 1.7um
HF 3% 75um
HF 6% 1.7um
HF 6% 75um

Hemp fiber

MS 1.5% >1.7um
MS 1.5% 850pm

> W>r>r>r>>>

Mixed sludge
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MS 1.5% 75pum
MS 3% >1.7um
MS 3% 850um
MS 3% 75um
MS 6% >1.7um
MS 6% 850um
MS 6% 75um

DS 1.5% >1.7um
DS 1.5% 75pum
DS 3% >1.7um

DS 3% 75um
DS 6% >1.7um
DS 6% 75um

Deinked sludge

OO0 00O0>POWI>>T >

rPLA (control) rPLA 100%

A: Good B: Medium C: Weak

3.5. Biodegradation of the biocomposites

The biodegradability test was performed to study the real effect of composting on samples
under normal environmental conditions. In the literature, a lot of research were carried out
to test biocomposites biodegradability in controlled composting conditions (Ohkita & Lee,
2006; Ochi, 2008). In this project, a different test approach was realized. The
biocomposites were buried in a natural soil and their weight loss was measured every
month for 6 months. As shown in Fig. 36, rPLA and biocomposites rPLA-hemp fiber (rPLA-
HF), rPLA-deinked sludge (rPLA-DS) and rPLA-mixed sludge (rPLA-MS) degrade
progressively over time. As evident from the Fig, the biodegradation rate for initial 30 days
was almost the same for all the samples. The weight loss for rPLA-HF biocomposite
reached 1.97% after 6 months, which can be considered very low compared to other

composting techniques (Yussuf et al., 2010).
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Figure 36: Residual weight of rPLA and its biocomposites during the biodegradation test.

As described in Fig. 36 after 180 days (6 months), the weight loss of rPLAr-HF was twofold
compared to rPLA (0.91%) followed by rPLA-DS (1.57%) and finally the rPLA-MS (1.35%).
The degradation of biocomposites can be related to the effectiveness of the enzymes in
soil able to degrade cellulosic chains in fibers and also to the hydrolytic degradation due
to the soil humidity. In addition, by comparing the biodegradation of rPLA-HF, rPLA-DS
and rPLA-MS biocomposites, the total biodegradability of hemp fiber and its higher
cellulose content lead to increase the degradation rate of its biocomposites. However, it
can be said that the weight loss in our study was not very significant for all rPLA
biocomposites even after 6 months of composting and the fibers slightly improve the
biodegradability of rPLA (Yussuf et al., 2010) compared to other studies (Mathew et al.,
2005; Ochi, 2008).

108



4, Conclusion

The present study was carried out to promote the recycling of PLA by manufacturing new
biocomposites obeying environmental requirements and the recycling of residues from the
pulp and paper industry while taking advantage of the characteristics and properties of
their cellulosic fibers. One of the most important points to highlight and which has
prompted the development of this research is the fact of using simple and inexpensive
techniques compared to others. For the formulation of these biocomposites based on rPLA
and cellulosic fibers, two different treatments were used; one to extract the cellulosic fibers
and the other to activate the surface of the fibers extracted with lignocellulosic enzymes
To evaluate the effect of the pretreatment on the size of cellulosic fibers, grinding and
alkali treatment with 10% NaOH were tested on three substrates: mixed sludge and
deinked sludge from pulp and hemp fibers. A serie of experiments showed that the sodium
hydroxide affects directly the fibrils and the degree of polymerization of cellulose.

The enzymes laccase and cellulase were produced by SSF with an activity of 34.8.4 + 5.7
IU / gds and 11.8 + 0.5 IU / gds respectively. The application of these enzymes has
reduced the size of the cellulosic fibers by the action of cellulase and activated their
surfaces by making microstructural and crystalline modifications for a better adhesion
between the reinforcement (cellulosic fibers) and the matrix (recycled polylactic acid).
XRD, SEM, FTIR, mechanical tests and biodegradation test of the novel biocomposites
showed that HF (Young's Modulus of 324.53 + 3.10 MPa; impact strength of 27.61 + 2.94
kJ/mz; 1.97% biodegradation rate) performed much better that the other reinforcing fibers
followed by MS and finally the DS with less interesting mechanical properties (HF> MS>
DS> rPLA). In conclusion, to improve the performance of pulp and paper sludge as

reinforcing fibers for rPLA biocomposites, chemical modification remains recommended.
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