LA
MYCOREMEDIATION
DES SOLS POLLUES

PAR LE CUIVRE
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Le traitement du bois par le cuivre dans le cadre de la sylviculture entraine une pollution des sols. La
capacité de certains champignons a chélater le cuivre réduit la toxicité. Nous allpns voir comment
I'action des pleurotes peut aider a purifier les sols pollués par les métaux lourds jen les cultivant en
présence de cuivre. On espére voir une diminution de la ‘8gncentration en cuivrg¢ dans le milieu, a
l'image des champignons a pourriture brune dans la natupg. 4 ‘
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INTRODUCTION :

Les champignons font partie intégrante des écosystémes forestiers. Nous nous intéresserons
nc un champignon capable de chélater le cuivre. Mais qu’est ce que la chélation ?
chelatlon est une réaction chimique dans laquelle des molécules se lient a des atomes de métal,
comme le cuivre ou le fer par exemple. Ainsi, chez les champignons ce sont les oxalates qui se lient
q’\l%? G aux métaux (tel que le cuivre) et qui permettent de les séparer du complexe CuSO,. De plus, se
Tm liant aux métaux lourds, ils forment des complexes chimiques neutres solubles dans I'eau. Puisfue

AKOUL'L dans leur métabolisme, les champignons a pourriture brune libérent des oxalates. Car ils gont
chargés négativement (car sont des anions oxalates), qui vont étre capables de s’assomg aved les
V“*“\L ions cuivriques, chargés positivement, pour former par la suite des complexes neutres. ‘
4
QQ/\J/ « Comment reproduire un environnement favorable a la pousse des pleurotes ? Les champignons
ont-ils un réel effet sur la concentration de cuivre dans le sol ? ' .
a&fsi qu’un travail sur\les

témoins pour préciser I'effet du champignon exposé au cuivre. L'utilisatjon de la spectroscopie gst
possible car le cuivre (II) absorbe dans le visible, puisque son lamba max se situe autour de 759 n
Contrairement aux oxalates de cuivre. Afin de mettre en évidence Ia formation d’oxalate de cuivre,

Pour approcher ce probléeme, nous utiliserons la méthode de spectroscoaziz,

écosystemes forestiers. Notamment le manque de variations de températures entre le jour et la nuit,
les transports fréquents qui provoquent des brusques changements de température ai

de la paille et non du bois.
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Nous avons besoin d’'un champignon résistant pour faire varier les concentrations de cuivre dans le
milieu. D’aprés nos recherches bibliographiques, seuls les champignons a pourriture brune sont
capables de survivre a une exposition continue au cuivre. Parmis les champignons a pourriture brune,
notre choix s'est porté sur le pleurotus ostreatus. Etant donné c’est un champignon lignicole qui
peut chélater le cuivre, et qu’il a une bonne capacité a résister ajdes conditions de milieu plus rude.
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l. Protocole de mise en culture des pleurotes. ‘A L.

.

A. Expérience de mise en culture sur gélose et sur copeaux de bois. ”“0‘4"//

Plusieurs expériences de mise en culture du champignon ont été entreprises mais non abouties/ a
cause de la mort du champignon.
Dans un premier temps, nous avons commandé du mycélium provenant de deux champignohs a
pourriture brune capables de chélater le cuivre :

- Pleurotus Ostreatus. M

- Trametes Versicolor Wr g A Jhw- o o o=
Nous avons préparé 4 b0|tes de etrls en milieu stérile, dont deux avec Pleurotus et deux agtres avec
Trametes. Nous avons créé de la gélose a partir d’agar-agar (1g d’agar-agar pour 10
Puis, nous avons injecté le mycélium se trouvant dans des seringues, sur la gélose
Cependant, malgré plusieurs tentatives, Trametes n’a jamais survécu. Nous avons donc continué
avec Pleurotus qui est plus résistant. Nous avons décidé de transférer Pleurotus sur du bois. Nous
avons donc récolté du bois mort que nous avons laissé tremper dans de I'eau pendant une semaine
afin de le ramollir. Puis nous I'avons transformé en copeaux de bois en les broyant pour donner des
morceaux de bois assez petits pour qu’ils puissent étre mis dans des boites de pétris (Figure 2,3
Malheureusement, le transfert de la gélose de Pleurotus sur les copeaux de bois a mené a la mort d
myceélium.

Eigure 1 : Boite de pétris contenant Pleurotus.



Eiqure 3 : Réalisation de boites de pétris contenant les copeaux de bois et le champignon Pleurotus.

Nous avons mis en place une autre expérience avec d’autres boites de pétris. Cette fois, lors de la
préparation de la gélose nous avons incorporé dans une des boites de pétris du CuSO,. Lorsque les
géloses sont devenues complétement solides, nous les avons fait fondre pour pouvoir les observer au
spectrophotométre. Nous cherchions a savoir si la gélose pouvait donner un spectre d’absorption, afi

de pouvoir ensuite observer les variations de concentration de cuivre avec du mycélium au sei 7‘
méme d’'une boite de pétri. Cependant, la gélose comme (solvant ne permettait pas d'obteni e
spectre, que ce soit de la gélose pure ou avec du CuSO,.

B. Expérience de mise en culture a partir de kits.

En raison de nos expériences précédentes non abouties, nous nous sommes procuré des kits de
Pleurotus. Ces kits sont composés de paille mélangée avec du mycélium de champignons. Ce qui
permet de les faire pousser directement sur un support (Figure 4). Le premier kit utilisé est resté deux
semaines dans une salle duciée _Lakanal—Cependant, au bout de ces deux semaines aucune
apparition de champignons n’est survenue. Cela vient sans doute du fait que la température 1\ était
pas f e a la croissance et a la pousse du champignon. Ce qui nous a poussé a rapporter le kit F

transféré les pleurotes dans deux serres (Figure 5). L'une avec de la paille et des billes d'argil
lautre avec du terreau et des billes d'argile. Malheureusement, la premiére génératio
champignons s'est développée trop vite et trop té6t. Puisqu’au bout d’'une semaine, les champighon
avaient atteint leur taille adulte. Les expériences suivantes sont faites sur la 2™ génération.
Lorsque la génération suivante fut assez développée, nous avons transféré 4 champignong dans
deux nouvelles serres (2 champignons dans chaque). Et nous avons au total utilisé 4 nouvelles|serres
(Figure 6) correspondant aux 4 conditions expérimentales suivantes:

- Une serre de culture sans cuivre contenant 2 champignons et de la paille,

- Une serre de culture avec cuivre contenant avec 2 champignons et de la paille,

- Une serre témoin avec du cuivre contenant uniquement de la paille.

- Une serre témoin sans cuivre contenant uniquement de la paille .
Chacune des serres a une masse en paille de 17g. Celles avec les champignons ont 17g de paille et
environ 3g de champignons.



FEigure 4 : Photographie montrant I'évolution de Pleurotus obtenus a partir du premier kit, au bout d’'une semaine (|éere
génération).

Figure 5 : Réalisation des deux serres d’amplification contenant Pleurotus.

Eigure 6 : Réalisation des 4 nouvelles serres en conditions expérimentales contenant la deuxieme géngration de Pleurotus.



Il. Expérience de spectroscopie.

A. Protocole de fabrication de notre premiére solution de cuivre.

Nous avons choisi de réaliser une solution de cuivre a une concentration de 0,1 mol.L™" pour pouvoir
I'observer par spectroscopie. Nous avons choisi un volume de 500 m\L pour pouvoir transporter la
solution de cuivre dans une bouteille de 50 cL (Figure 7). La soljtion sera pulvérisée sur les
champignons pendant 3 semaines. De plus, pour que la solution de quivre soit coloré nous avons
choisi de prendre de la poudre de CuSO, que nous avons dissous dan$ le volume choisi. Pour cela
nous avons da trouver la bonne quantité en masse de CuSO, a dissouglire pour que la concentration
soit bien égale a 0,1 mol.L". Ainsi les données que nous possédons so

e M(CuSO,) =159,6 g.mol"’

e C(CusO,)=0,1 mol.L"

e V=05L

| ’MU X«% |

Donc : m(CuSQO,) = M(CuSQO,) x C(CuSQO,) x V
=159,6 x0,1x0,5
=7,98¢

En conséquent, 7,98 g de cuivre a ainsi été incorporé dans 0,5 L d’eau.

Figure 7 : Photographie de la bouteille contenant une solution a 0,1 mol.L”" de CuSO,.

B. Protocol la mi n pl ifférents milieux r le premier Kit.

VYR (2 o gl

omme dit précédemment, 4 serres ont été créées a partir de la 2°™ génération de Pleurotus.

haque serre regoit un arrosage de 13 ml, d’eau ou de cuivre. De plus, chaque serre possede des
trous qui laissent passer les liquides. De ce fait, les serres ont été surélevées afin de récupérer au fur
et a mesure des jours, I'eau (avec ou sans cuivre) filtrée par la paille (avec ou sans champignon).
La premiére serre permet de voir a quel point la paille absorbe les liquides. La deuxieéme serre permet
de quantifier I'action de la paille qui absorbe I'eau de notre solution de cuivre. Comme la paille
absorbe I'eau, la solution de cuivre récupérée est plus concentrée. La troisieme serre sert de témoin
négatif. Et enfin la quatrieme permet de voir I'évolution ou non de la concentration de cuivre en
présence de champignons.
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C. Présentation des différentes solutions récupérées sous le
@es durant une période de 3 semaines.

Lors des premiers arrosages nous avons pu faire une observation macroscopique:
Au bout de deux jours, les champignons sont devenus bleus. Nous pouvons donc supposer que les
champignons ont absorbé le sulfate.

Comme_di ant, notre expérience consiste a cultiver les pleurotes du premier kit dans 4
ilieux différents. Ce que nous cherchons, c’est de déterminer la concentration de cuivre se trouvant

dans les différents milieux, aprés chaque semaine d’arrosage.

Ainsi, chaque semaine I'eau (contenant ou non du cuivre) a été récupérée pour que les courbes

d’absorbance soient déterminées a partir de I'analyse spectrophotométrique (Figure 8). Nous nous

attendons donc a ce que le milieu avec le champignon ait une absorbance plus faible que celui sans
le champignon (cf loi de Beer Lambert et préparation du blanc). Mais aussi, nous nous attendons a ce
que la capacité du champignon a chélater le cuivre diminue dans le temps.

Eigure 8 : Préparation des cuves contenant le blanc et les différentes solutions provenant des serres.

D. Résultats pour le premier Kit. l/
/f R 7
* Résultats de la premiére semaine: 1 ea Q/wd\,
Wi,
Nom du milieu \' Cuivre initial Cuivre sans champi Cuivre %DMM)
PERY W N e
7 x — e —
q
lambda (Ah,(ﬁ S {74 o @ Voﬂn -
absorbance 0.685 0.925 0.588 d"'}/‘ !

Eigure 9 : Tableau récapitulatif des différents lambdas et absorbances dans les 4 milieux.

il

Figqure 10 : Absorbance du cuivre dans les 4 milieux et du cuivre initial.




e Légen raphi haut vers |
- Blanc.
- Eau et champignons.
- Eau et palille.
- Cuivre avec champignons.
- Solution de cuivre initial.
Cuivre sans champignons.

Longueur ande en nm=]

575 700 725] 750 775] 800| 225] [250] 75| [s00]

Figure 11 : Courbes d'absorbance du cuivre dans les 2 solutions des milieux a intéréts, répétée plusieurs fois Rour avoir des
valeurs précises.

- Cuivre avec champignons.
- Cuivre sans champignons.

% Résultats de la deuxiéme semaine:

1R ?

Nom du milieu Eau et paille Eau et champi Cuivre et paille Cuivre et champi
7
—
64 _ 764 764 W/
\_’____J-'—r
absorbance 0.247 0.266 0.981 0.890

Eiqure 12 : Tableau récapitulatif des différents lambadas et absorbances dans les 4 milieux.

Longueur onde en nm

I 550 600, 650 700 750 500 50| [s00] 550

Eigure 13 : Courbes d'absorbance du cuivre dans les 4 milieux.




Figure 14 : Courbes d’absorbances réalisées une seconde fois pour avoir des valeurs plus précises.

[500]

e Légende du graphique (du haut vers le bas):
- Eau et champignons.
- Eau et paille.
- Cuivre avec champignons.
- Cuivre sans champignons.

* Résultats de la troisié A

Nom du milieu

Cuivre
champignons

sans | Cuivre avec
champignons

lambda

770

773

absorbance

0.865

0.808

... Lengueur onde en nm

Eigure 15 : Tableau récapitulatif des différents lambdas et absorbances dans les milieux d'intéréts.
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Eigure 16 : Courbes d’absorbance du cuivre dans les 4 milieux.

e [égende du graphique (du haut vers le bas):

- Blanc.

- Eau et champignons
- Eau et paille.

- Cuivre avec champignons.
- Cuivre sans champignons.

Longueur onde en nm



Milieu sans champignon Milieu avec champignon

Semaine 1 0.925 0.588
Semaine 2 0.981 0.890
Semaine 3 0.865 0.808

Eigure 17 : Tableau récapitulatif des absorbances des solutions issues des milieux d’intéréts.

E. Analyse des résultats pour le premier Kkit.

e | oide Beer-Lambert.

L'analyse de nos résultats ce sont fait sur 'utilisation de la loi de Beer-Lambert, qui relie 'absorbance
a la concentration.
La formule de Beer-Lambert est : A(A) =€(A). 1. C=k x C.

Avec :
- A:Tl'absorbance 1
- ¢ le coefficient d’absorption molaire ’ ?\ 7
- |:lalargeur de la cuve en cm ' | - b \
- C:laconcentration en mol/L "LSJW“LJLJ"\ Ao LV s

| " whl .
De plus, nous savons que I'absorbance augmente lorsque la col\centration augmente et inversement.
Ainsi nous avons pu déduire qu’une diminution de I'absorbance ifjdique que la concentration en cuivre

(II) dans le milieu diminue.

e Les milieux témoins.
Nous avons reporté les données des milieux eau et paille ainsi qu’eau et champi uniquement la
deuxiéme semaine. Et nous avons pu constater que les valeurs de I'absorbance restaient constantes
dans le temps. (Reporté a la main pour le rapport final les absorbances et lambdas de ces milieux

pour la premiére et troisieme semaine)

e Les milieux a intérét.

Nous avons pu remarquer que sur les 3 semaines, les champignons qui ont été mis en présence de
cuivre se sont ramollis (Figure 18). De plus, leur efficacité a fortement diminué.

Ainsi, nous pouvons interpréter nos données par analogie a un rendement du champignon, en
calculant le rapport de I'absorbance en présence de champignons sur l'absorbance sans les
champignons (Figure 19). Ce rendement permet de rendre compte de I'efficacité des champignons a
chélater le cuivre. De plus, les valeurs les plus basses indiquent une bonne efficacité.

Comme l'illustrent les rendements de la Figure 7, les Pleurotes ont perdu en efficacité sur la durée
des 3 semaines, puisque le rendement a augmenté de presque 30%. Nous observons donc que la
perte d’efficacité des champignons s’est fait aprés la premiére semaine.
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FEiqure 18 : htographie montrant I'état des champignons aprés mise en contact avec du cuivre.

Semaine

2

3

“Rendement”

64 %

91%

93%

Figure 19 : Calcul du rapport de I'absorbance des milieux en présence de champignons sur I'absorbance des milieux sans

champignons.



lll. Expérience de dilution et de gamme étalon.

Afin d’estimer la quantité de cuivre absorbée dans notre expérience par les champignons, nous avons
réalisé une gamme étalon. Pour cela, nous avons réalisé quatres dilutions a partir d’'une solution mere
de cuivre de concentration 0,1mol.L™" et nous avons mesuré grice a un spectrophotométre les

absorbances associées. (Figure 20) .

Pour obtenir les différentes solutions nous avons réalisés les calculs suivant : f’ﬁ’ MM“L e
Solution mére : Nous voulions 20 mL d’une solution mére a une concentration a 0,1 mol/L de cuivre.

Nous avons donc pris 0,32g de CuSO4 que I'on a dissous dans 20mL d’ea\, car :

m(CuS0O,) = M(CuSO,) x C(CuS0O,) xV =159,6 x0,1x0,02=0,32¢g
Solution fille 1 : Ensuite nous voulions une solution a une concentration de}0,08 mol/L, nous avons
donc pris 16mL = (0,08 x 20/ 0,1) de la solution mére et on a ajouté 4 mL d’
Solution fille 2 : Pour obtenir une solution a une concentration de 0,06 mo}/L, nous avons pris 15mL
(0,06 x 20/ 0,08) de la solution fille 1, puis on a ajouté 5 mL d’eau.
Solution fille 3 : Pour obtenir une solution a une concentration de 0,04 mgl/L, nous avons pris 13mL
(0,04 x 20 / 0,06) de la solution fille 1, puis on a ajouté 7 mL d’eau.
Solution fille 4 : Pour obtenir une solution a une concentration de 0,02 jnol/L, nous avons pris 10mL
(0,02 x 20/ 0,04) de la solution fille 1, puis on a ajouté 10 mL d’eau.

7
Concentration | 0,1 0,08 0,06 0,04 0,02 ( ‘ ~L’ !

h

Absorbance 0,705 |0,587 (0,432 |0,266 |0,107

Fiqure 20 : Tableau des absorbances des différentes dilutions obtenues a partir de la solution en CuSO, mére.

A partir de ces données, nous avons ainsi tracé la droite d’étalonnage de I'absorbance du CuSO, en
fonction de sa concentration (Figure 21). Cette droite obtenue nous permettra d’estimer la
concentration résiduelle de cuivre récupérées dans nos serres.

( La régression linéaire de‘h)df\o_it nous donne I'équation suivante : f(x)=7,585x - 0,0357 ou f(x) est
I'absorbance et x la concentration

0|

Hom)

0,8

07 A
e
f(x) = 7.585x - 00357 -
/

Ow ﬂ\*kcrup_ da. 6'[:)_

0,6 t

P ) . - R
e — N

N Wk fretls /

01 o

Absorbance
AN

0
0,01 0,02 0,03 0,04 0,05 0,06 0,07 0,08 0,09 0,1 0,11

concentration (en mal/L)

Figure 21 : Droite d’étalonnage du cuivre.

Grace a cette courbe étalon, nous avons reporté les absorbances mesurées chaque semaine et
calculé les concentrations associées (Figure 22) de la maniére suivante: x = (f(x) + 0,0357) / 7,585.



Expérience 1

Concentration du milieu sans
champignon

Concentration du milieu avec

h . .
champignon - l

) b Ll

x=0,109mol/L

Semaine 1 x=(0,925-0,0357)/7,585 x=(67586-6.0357)/7 385

x= 0,117 mol/L x=0,073 mol/L "mA IR
Semaine 2 x=(0,981-0,0357)/7,585 x=(0,890-0,0357)/7,585

x=0,125 mol/L x=0,113 mol/L
Semaine 3 x=(0,865-0,0357)/7,585

x=0,102 mol/L

- LV
x=(0,808-0,0357)/7,585 /

Figure 22 : Tableau des calculs permettant d’estimer les concentrations en CUSO, résiduel de nos serres.



LV. Expérience de pH-métrie.

Nous avons réalisé un test pH-métrique pour les milieux témoins :
Le papier pH indique un milieu neutre dans les toutes premiéres s&rres d’expansion qui contiennent
les champignons arrosées a I'eau (Figure 23). En revanche, la solytion de cuivre indique un milieu
acide puisque le pH est autour de 3 (Figure 24).

Figure 23 : Photographie du papier pH qui a été placé dans les serres avec les chanjpignons.

Eigure 24 : Photographie du papier pH qui a été placé dans la solution de cuivre initial a 0,1 mol.L™".

Attention :
- Les mesures du pH seront effectuées toutes les semaines sur notre prochain kit de
champignons.
- Refaire un test témoin pour la solution qui sera moins concentrée et plus concentrée.



V. Expérience de variations des conditions du milieu.

A. Diminution de la concentration de cuivre.

Pour pallier la perte d’efficacité du champignon sur la premiére semaine, nous avons essayé de
diminuer la concentration en cuivre initiale du milieu. Nous espérons que le champignon absorbe le
cuivre avec un rendement constant sur au moins 2 semaines.

B. Augmentation de la concentration de cuivre

Comme notre premiére concentration en cuivre a 0,1 mol.L" a eu un effet nocif sur nos champignons
dées les premiers jours. Nous voulons créer une concentration plus forte et observer si les effets
néfastes sur les champignons sont plus rapides. Et si nous pouvons observer ou non un effet des
champignons sur le cuivre.



CONCLUSION :

Tout d’abord nous avons pu montrer qu'il était possible de cultiver pleurotus\en conditions de culture
artificielle.
Nous avons pu aussi démontrer que ce champignon chélate le cuivre contgnu dans nos solutions
d’arrosage, puisque la concentration en cuivre retrouvée la semaine 1 est en/plus faible que celle de
la serre témoin correspondante (0,073 mol.L™" vs 0,117 mol.L™"). Cependant, fous avons constaté que
cette différence s’amoindrit trés rapidement dés la semaine 2 (Figure 22),/entrainant rapidement la
mort du champignon.

Attention: A compléter lorsque tous les résultats seront présents. (
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Note pour les professeurs. (n (ay\ AN MWW L" U/'H--

Nous savons que n vons incorporer dgis incertitudes et des barres d’erreurs a notre
rapport TIPE. Malheureusement nous n’avonsg aucune idép. Et nous vous demandons de I'aide
pour cela. J }

De plus, pour notre prochain kit nous comptons faire :
- Un test pH toutes les semaines sur les 4 prochaines serres.
- De la spectroscopie toutes les semaines pour déterminer I'absorbance des différents milieux.
- Mesurer la température et 'lhumidité pour savoir si cela peut avoir un impact sur le
développement des champignons. Car nous comptons mettre une serre a part dans des
conditions plus extrémes que les autres.
- Mesurer la croissance des champignons lors de notre lancement du prochain kit.

Expérience avec une concentration plus faible en cuivre.

A partir de notre gamme étalon nous avons choisi une concentration a 0.07 mol.L"' en CuSO,. Ce qui
nous a permis de déterminer la masse de CuSO, a dissoudre dans un volume de 500 mL.
Nous avons donc obtenu :

m(CuSO,) = M(CuSO4)x[CuSO,]xV = 159,6x0.07x0.5 = 5.59g
Remarque: Nous n’avons réussi qu'a peser 5.58g sur la balance, qui est précise au centiéme prés.

Malheureusement, nous avons obtenu des résultats surprenants pour la premiére semaine (Figure
23). Puisque nous nous attendions a avoir comme résultat une absorbance proche ou en dessous de
la concentration initiale en cuivre. Nous avons obtenu le contraire, une absorbance beaucoup plus
grande que la concentration initiale en cuivre et beaucoup plus grande que celle pour la premiére
expérience avec la concentration & 1 mol.L™".

Cependant, les résultats de la semaine 2 sont cohérents avec ce que nous nous attendions a avoir
(Figure 24). Mais de peur que notre concentration ait été contaminée ou qu’elle ait tourné, nous avons
préféré arréter I'expérience et la recommencer sur d’autres champignons. Ceux qui proviendront du
deuxiéme Kkit.

Eigure 23 : Courbes d’absorbances pour les différents milieux lors de la premiére semaine.

e Légende graphique (du haut vers le bas):

- Blanc.
- Eau et champignons.
- Eau et palille.
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- Concentration initiale en cuivre.
- Cuivre avec champignons.
- Cuivre sans champignons.
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Eigure 24 : Courbes d’absorbances pour les différents milieux lors de la deuxieme semaine.

e Légende graphique (du haut vers le bas):
- Blanc.

- Eau et paille.

- Eau et champignons.

- Cuivre avec champignons.
- Cuivre sans champignons.



