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Introduction générale

Introduction

La protection de I’environnement est devenue I’objectif principal de tous les pays du
monde. Cette protection consiste a prendre des mesures pour sauvegarder les ressources de la
planéte. Parmi ces ressources, on cite |’ eau qui est un éément indispensable alavie.

L’ augmentation des activités agro-industrielles génerent une grande diversité de produits
chimiques qui se déversent dans le cycle de I'eau. Souvent, les substances chimigques contenues
dans les eaux usees sont difficilement biodégradables et le manque ou l'insuffisance de systemes
de traitement méne ainsi aleurs accumulations dans le cycle de I'eau (Hammami S, 2008).

Plusieurs techniques ont é&é employées pour |’ élimination des substances chimiques. Les
procédés physico chimiques de traitement et épuration des eaux usees contenant des ions
métalliféeres sont efficaces mais leurs colts énergétiques sont souvent tres élevés. De plus
I"utilisation des produits chimiques comme les ions trivalents de sels de fer et d’auminium
peuvent conduire a des mal adies.

En 1996 des recherches sont orientées vers |’ utilisation des biopolymeres comme la chitine
et le chitosane isolés a partir des dechets marins; les crevettes et les crabes dans la dépollution des
eaux (Muzzarelli R.A.A, 1996).

La chitine et e chitosane sont |es biopolymeres les plus attractifs économiquement dans le
traitement des eaux usees, grace a leurs propriétés intrinseques, leurs abondances et leurs faibles
colts. En plus, ils sont biodégradables et biorésorbables (Benguella B, 2009).

Mal heureusement la disponibilité des sous-produits des crustacés est limitées a cause des
problémes saisonniers et ou de la pollution de |’ eau de mer d’ ot la diminution de la production
(Tao Wu, 2004).

Les travaux de Nitar et autres sont orientés vers une nouvelle source de production de la
chitine et du chitosane, a savoir les champignons (Nitar New, et a, 2002-2008)

Les champignons sont des sources de la chitine et du chitosane (Nitschke J, 2011). Et les
basidiomycetes peuvent étre considérés comme une bonne source de la chitine qui peut étre
facilement isolée puis transformeée par désacétylation pour la production du chitosane utile pour
différentes applications pratiques (F. Di Mario et al, 2008).

Les champignons sont des sources trés économiques de chitosane car la fermentation sur
guelques substrats comme les résidus agricoles n'est pas cher (Benamar M, 2016). Les
champignons sont cultivés dans des milieux différents de telle facon a produire plus de la chitine
et du chitosane de haute qualité (Niederhofer, 2004).

Y
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Notre objectif est de cultiver un champignon au laboratoire de fagcon a produire de la
chitine et du chitosane. Pleurotus ostreatus, un des champignons comestibles (Basidiomycete) le
plus commercialisé dans le monde apres Agaricus bisporus. Il se développe sur des milieux
liquides ou solides, et il se reproduit sexuellement par la fusion des hyphes (périttosamine ou
plasmosamine). (Benamar M, 2016)

La souche locale de Pleurotus Ostreatus (Jacq : Fries) Kummer (POL) a été isolée a Oued-
Aissi dans la région de Tizi-Ouzou (Algérie) par Mansour M. en 1993, et a été utilisée pour la
valorisation des résidus agricoles et la production des champignons comestibles, nous I’avons
utilisé dans notre travail pour valoriser son mycélium dans I’ isolation des polysaccarides.

Notre travail a été divisé en quatre parties:

-La premiére partie est une synthese bibliographique basée sur le Pleurotus Ostreatus (Jacq:
Fries) Kummer (POL), ains que sur les différents biopolymeéres fongiques, principalement la
chiting, le chitosane et le glucane, leurs domaines d application et leurs propriétés physiques,
chimiques et biologiques.

-La deuxieme partie est consacrée a la préparation de la biomasse mycélienne du
basidiomycete Pleurotus ostreatus local.

-latroisieme partie est basée sur I’isolation chimique des biopolymeres par des traitements
alcalins et acides.

-la quatriéme partie consacrée ala caractérisation des biopolymeres.
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I.PLEUROTUS ostreatus (JACQ. : FR.)) KUMMER LOCAL
|.1. Définition

Les Pleurotes sont des organismes eucaryotes, thallophytes, non chlorophylliens, a

mode de vie saprophyte, a corps généralement filamenteux appelé mycéium.

Le mycélium est un réseau de filaments ramifiés appelé hyphes. Chague hyphe mesure
5um a 10um de diamétre. Ces hyphes sont des véritables tubes résistants et protecteurs,
cloisonnés (LeCalvez, 2009).

La forme mycélienne permet au champignon d'avoir une croissance radiale importante
et de coloniser rapidement un milieu. Les hyphes du mycéium végétatif pénétrent dans le
milieu de culture afin d'y puiser les éléments nutritifs nécessaires a son dével oppement
(LeCalvez, 2009).

Le mycelium du Pleurote est de couleur blanche. Il se condense en stroma (amas de
mycelium), et, en période de fructification, il forme des sporophores ou carpophores (Durrieu,
1993).

Le mot Pleurotus désigne le nom générique d’ un groupe de champignons caractérisés
par un pied latéral, un chapeau charnu avec, a la face inférieure des lamelles, formant
I”hyménium (tissu fertile), anastomosées vers le pied et des spores blanchétres pouvant étre

parfois colorées (figure 1).

pied

L sy
Figure 1: carpophore de Pleurotus ostreatus (Jacg. ex. Fries) Kummer (1871) souche locale
(Mansour-Benamar & Ammar-Khodja, 2017)

Les Pleurotes sont des Basidiomycetes saprophytes cellulolytiques car ils sont aptes a
s aimenter et a se développer sur substrat riche en cellulose (Durrieu, 1993).
Pleurotus ostreatus appelé communément Pleurote en forme d'huitre est un

champignon comestible qui pousse en touffes (figue 2) aussi bien sur le bois que sur la paille
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et offre ains la possibilité de valoriser divers déchets agro-industriels (paille de céréale, marc
de café, grignon d'olive...etc.) (Mansour-Benamar et a, 2016).

Etant décomposeur primaire (dégrade les substances lignocellulosiques) (Rajarathnam
& Bano, 1989), il s attaque naturellement aux souches d arbres morts ou parfois aux arbres en

état de faiblesse, maisjamais aux arbres sains (Delmas, 1989).

Figure 2: Touffes de carpophores de Pleurotus ostreatus (Jacg. ex. Fries) Kummer (1871)
souche locale (Mansour-Benamar & Ammar-Khodja, 2017)

|.2.Systématique
La systématique du Pleurote en huitre rapportée par Mansour-Benamar (2016) est la
suivante :
Régne : Fungi
Division : Basidiomycota
Classe . Agaricomycetes

Sous Classe : Agaricomycetideae

Ordre : Agaricales

Famille : Pleurotacese

Genre : Pleurotus

Espéce . P. ostreatus (Jacq.Ex. Fries) Kummer (1871)

|.3. Cyclede culture de Pleurotus ostreatus
Danslanature, le cycle de vie du Pleurote comporte deux phases successives :
- la phase végétative au cours de laquelle croit le mycelium primaire
monocaryotique issu de la germination d’ une basidiospore,
- &t laphase fructifére qui démarre avec la conjugaison de deux mycelia primaires
compatibles pour donner naissance a un mycdium dicaryotique, qui, en se

/4
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condensant, donne les primordia (ébauches de champignons) qui évoluent en
carpophores ou sporophores destinés al’ alimentation humaine.
Cette deuxieme phase, représentée dans la figure 3, intéresse les producteurs de

champignons.

Prélavement d'un fragment de carpophore (a gauche) mis en culrure sur
milieun RC (Raper Compler) ( & droite)

Mycslinm dicarvotiqus ol

Bloc de culture de POL sur substrat d la fin d'incubation

Touffe de carpophores (champignons) de POL sur GO.MC-P-CaCOy
(44744 /10, 2)%)

Figure 3: Cycle de culture de Pleurotus ostreatus local (Mansour-Benamar & Ammar-Khodja, 2017)

|.4. Valeurs alimentaire

Les champignons du genre Pleurotus ont une place importante en raison de leurs
propriétés gastronomiques, nutritionnelles et médicinales. En effet, la production de P.
ostreatus a été réalisée dans nombreux pays (Martinez-Carrera Det a 1955).11 présente une
valeur nutritionnelle semblable a celle du lait et de la viande (Ghosh et al, 1990).P. ostreatus
est utilise comme complément alimentaire en raison de son activité immuno-modulatrice. ||

i
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figure parmi les champignons les plus commerciaisés dans le monde. Il est considéré comme
délicieux en raison de sa saveur et de son godt (Manu-Tawiah& Martin, 1986). Il est riche en
protéines et en éléments minéraux (calcium, phosphore, fer) et vitamines (thiamine,
riboflavine et niacine) ; il possede la majorité des acides aminés essentiels pour I’homme ainsi

que de faible teneurs en matiéres grasses (Wolf et a 2008).

|.5. Intérét écologique et économique du Pleurote

Le Pleurote renferme dans sa paroi cellulaire des biopolymeres a hautes valeurs gjoutées.
En effet, la chitine et le chitosane, des polysaccharides similaires a la cellulose, ont prouvé
leurs intéréts dans de nombreux domaines, agroalimentaire, biologie, médecine, pharmacie et
en particulier dans I’environnement et traitement de la pollution (Manu-Tawiah& Martin,
1986).

Les recherches sur les polysaccharides des carpophores et du mycélium ont montré que P.
ostreatus, P. sajor-caju, et P. citrinopileatus ont un role sur les activités antinéoplasiques, qui
peuvent étre attribuées aux polysaccharides des composants de la paroi cellulaire (Wolf et a
2008).

Différentes éudes ont également été menées avec le genre Pleurotus afin d’ évauer son

activité antimicrobienne et antioxydantes (Wolf et al. 2008).

|.6. Substrats utilisés pour la culture de Pleurotus ostreatus local

Selon Oel (1993), le substrat est le matériau sur lequel pousse le mycélium. Trois
substrats a savoir le grignon d’ olive, le marc de café et la paille de blé et un quatrieme substrat
formé par le mélange des trois, ont été utilisés pour la culture du Pleurote local dans le
laboratoire de Production, Améioration et Protection des Végétaux de I’ Université Mouloud
Mammeri de Tizi-Ouzou.

1.6.1. Grignon d’olive

Le résidu solide généré lors de I’ extraction de I'huile d’olive est appelé grignon ou
tourteau d'olives (Sansoucy, 1984).La composition chimique du grignon d olive (tableau 1)
dépend étroitement de la variété d’'olive, du degré de maturation des olives et du systeme
employé lors de I’ extraction de " huile d olive (Nefzaoui, 1991).

]
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Tableau 1 : Composition chimique de grignon d'olive (Nefzaoui, 1991).

Substr at Matiére seche Matiere Matiere Cellulose | Matiére
(MS) en (%) de | Minérale | azotéetotde | Bruteen | grasseen

matiere fraiche | en (%MS) | (BWMS)MS | (%MS) | (%MS)
Grignon d’olive 75-80 3-5 5-10 35-50 8-15

|.6.2. Marc de café

Le marc de café est le résidu de la consommation du café soluble obtenu apres
torréfaction des grains de café marchands, apres mouture et extraction al’ eau bouillante ou a

lavapeur d' eau (Mansour-Benamar et a, 2016).

Les glucides sont des éléments les plus abondants dans le marc de café (tableau 2)
(Carassou, 2015).

Tableau 2: Composition chimique du marc de café (Carassou, 2015).

Composés Quantités Minéraux Quantités (mg/kg)
Glucides 45,3% Potassium 8824 + 4662
Lipides 9,3-16,2 % Phosphore 1534 + 503
Protéines 14% Magnésium 2201 + 1341
Minéraux 6800 mg/kg de matiere séche Calcium 349 + 122
Polyphénols | 13-18 mg acide gallique équivalent. Fer 46+ 21
Manganese 27+ 10
Cuivre 25+ 12
1.6.3. Lapaille

La paille de blé est constituée par la tige avec les feuilles et I’épi ou rachis a son
sommet secs (Zeitoun, 2011).
D’une maniére générale, les pailles de céréales sont riches en constituants pariétaux,
fort incrustés de lignine, riche également en minéraux dont une partie de silice, mais pauvres

en matieres azotées et en matiéres grasses (tableau 4) (Février & Willequet, 2009).

Tableau 3 : Composition chimique de lapaille de blé (Février & Willequet, 2009).

Matiere seche Proté nes brutes Celluloses brutes Calcium Phosphore
o’kg o/kg matiere seche
850-900 30 43-45 2,5-3.1 0,7-0,8
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[I. GENERALITES SUR LA CHITINE ET LE CHITOSANE
[1.1. La chitine

I1.1.1. Historique

La chitine a été identifiée pour la premiere fois en 1811 par Braconnot ;il nomma la
substance fugine, a cause de son origine fongique ;en 1823, Odier isole la méme substance a
partir d’' exosquel ettes d’ insectes; il la nomme chitine ;ce n'est qu’ en 1859, que Rouget montre
gue la saponification de la chitine produit le chitosane ;en 1878, Ledder hydrolyse la chitine
pour produire de |’ acide acétique et du glucosamine (Peter, 2002).Finalement, ce n'est qu’'a

partir de 1970 que ces deux produits ont suscité un réel intérét (Robert, 1992).

La chitine se trouve, principalement, chez certains invertébrés (insectes, crustaces,
mollusques, nématodes) ou elle se retrouve en particulier dans la composition de leur
cuticule ; chez les champignons, elle se trouve dans leurs parois cellulaires. Elle peut atteindre
jusqu'a 60% du contenu pariétal des champignons filamenteux (Ruiz-Herrera, 1992). Chez les
champignons Oomycetes, €elle représente entre 0,7 et 3,4% des parois seches (Siestma et a,
1992). Ce polysaccharide est également présent chez certaines éponges et algues marines
(Ehrlich, 2007).

[1.1.2. Structure dela chitine

La chitine est un polysaccaride naturel formeé d’ unités N-acétyl-p -D-glucosamine liées
par des liaisons B (1,4) (figure 4).

OH ¢ OH y  OH
ch h
HO -‘VH/
HO ) HEY Eqﬂkl “ oH
Gii.':r \ n=>1000 CID
ch chy

Figure 4: Chaine linéaire de chitine (Badredin, 2008).
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Elle présente trois différentes formes cristallines a, B et y. (Merzendorfer, 2006).

La chitine n'est soluble que dans des solvants peu communs, ce qui limite son
utilisation et sa valorisation. En effet, elle n'est soluble que dans le 2-hexafluoropropanal et
tels
diméthylformamide/chlorure de lithium ou |'acide trichloroacétique / dichloroéthane (Gamage

dans des mélanges gue le diméthylacétamide/chlorure de lithium, le
& Shahidi, 2007). De nombreux dérivés de la chitine ont été préparés dans le but d'améiorer

leur solubilité.
[1.2. Lechitosane
[1.2.1. Historique:

Le chitosane a été découvert en 1859 par Rouget en traitant la chitine avec du KOH
concentré atempérature élevée, Ce n'est qu'en 1894 que Hoppe-Seyler adonné ala « chitine

modifiée» le nom de «chitosane » (Crini et a, 2009)
[1.2.2. Structure

Le chitosane est un polyoside composé de la distribution aléatoire de D-glucosamine
lié en R-(1-4) et de N-acétyl-D-glucosamine (figure 5) (Crini et al, 2007). Il est produit par
une désacétylation chimique ou enzymatique de la chitine (Shahidi et al, 1999).Le chitosane
ne différe de la chitine que par les groupements amine (-NHy), il est chargé positivement. Ces
derniers lui conférent une nature cationique intéressante dans un milieu acide. lls sont
également responsables de son activité floculante. Le chitosane comporte plus d' un centre
réactif, grace a ses fonctions alcool et amine (Shahidi et al, 2005).

Figure5 : Structure chimique du chitosane (Ararem, 2010).




Synthése bibliographique Il : Généralités sur la chitine et le chitosane

11.2.3. Propriétés physico-chimiques et biologiques du chitosane
11.2.3.1. Solubilité

Le chitosane est insoluble dans I’eau et dans les solutions acalines concentrées ou
diluées, par contre il est soluble dans la plupart des solutions organiques acides (Ararem,
2010). Le solvant le plus couramment utilisé pour préparer une solution de chitosane est
I’acide acétique dilué. En général, le chitosane est parfaitement soluble a pH 3-4, les
groupements aminés du chitosane sont protonés et le polymeére chargé positivement devient
soluble. En revanche, il est relativement stable en milieu acide concentré, méme s'il se

dégrade apres une longue exposition (Crini et a, 2009)

11.2.3.2. Polyélectrolyte en milieu acide

Le chitosane est I’ un des rares pol yélectrol ytes naturels cationiques. En milieu acide, il
se comporte comme un polycation possédant une forte densité de charge et dont |’ état

d’ionisation est decrit par I’ équilibre représenté dans lafigure 6.

Figure 6: lonisation du chitosane (Ararem, 2010).

Le chitosane est une base faible de pKa compris entre de 6,3-6,7. En général, lavaleur

du pKaaugmente quand le DD diminue (Crini et al 2009).

11.2.3.3Autres propriétés physiques et chimiques

Le chitosane est un matériau versatile qui prend des formes physiques modifiables,
stable en phase solide (seche) et a une conservation quasi-infinie en solution. Il possede un
degré élevé de réactivité chimique di a ses groupements amine primaires libres. || possede
des propriétés de rétention d'eau, de chéation d'ions, de complexation et d’ adsorption de
molécules ou des polymeres. Le chitosane est un agent de floculation dans le traitement des

eaux polluées grace a son association sélective avec les especes anioniques. |l peut aussi
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former des complexes polyanion- polycation menant a la préparation des membranes.
(Ararem, 2010)

11.2.3.4. Degré de désacétylation

Le degré de désacétylation est une propriété qui influence les caractéristiques
physiques et chimiques de la chitine et du chitosane, y compris la solubilité, la réactivité
chimique et I'activité biologique. De nombreuses techniques ont été proposées pour
déterminer le degré de désacétylation de la chitine et du chitosane. Les méthodes
comprennent la spectroscopie infrarouge (IR), la RMN solide 13C, la spectrométrie
ultraviolette, le titrage potentiomeétrie et chromatographie liquide a haute pression (HPLC).

Parmi cestechniques IR est le plus utilisé (Akila, 2014)
11.2.3.5. Le poids moléculaire

Le poids moléculaire d’un polymere dépend essentiellement de la masse de son
monomere et du nombre de monomere que constitue le polymeére. La détermination du PM
d’un chitosane se fait par larelation de Mark-Houwink (Kadouche, 2013).

[n] = k. (PM)?

Ou [n]: viscosité intrinséque PM: Poids moléculaire moyen

aet k : Constantes dépendantes du systeme solvant/ soluté et de sa température.
11.2.3.6. La Viscosité :

La viscosité du chitosane dépend du degré de désacétylation de ce polymere. Plus il
est désacétylé, plusil y a de groupements amines libres, le chitosane est donc plus soluble et
par voie de conséquence sa viscosité est plus importante. La viscosité dépend, également, de
la concentration du polymere, de la température, du poids moléculaire et du pH (Wang et a,
1994).

Le chitosane peut étre caractérise de fagcon simple par viscosimétrie. Pour connaitre la
viscosité, il est nécessaire de connaitre les paramétres K et a de la relation de Mark-Houwink
et Sakurada:

Ou: [Il] =K. M/?
[1]] : viscosité intrinseque
Mv : Poids moléculaire moyen

aet K : constantes pour un systeme solvant/sol uté donné

|
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[1.2.3.7. Cristallinité

Le chitosane est une substance semi-cristalline. Il cristallise dans le systéme
orthorhombique. Deux types de structures sont connus, le chitosane | (sous forme de sel)
correspondant a un faible degré de désacétylation (DDA = 60 %). Il est plus désordonné que
le chitosane Il (forme amine libre) qui posséde un fort DDA (DDA = 90 %) (Hudson, 2003).

11.2.3.8. Propriétés biologiques

Le chitosane est biodégradable et biocompatible. 1l ne présente aucun comportement
antigénigque mais possede un caractére antithrombogénique et hémostatique. 11 montre des
propriétés cicatrisantes remarquables. Le chitosane a, également, des propriétés inhibitrices
sur la croissance de nombreux parasites et microorganisme infectieux. |l présente, également,
des propriétés immunologiques, antitumorales, antibactériennes et antifongiques (Ararem,
2010).

11.2.5. Gels de chitosane

Depuis plusieurs années, les gels de chitosane ont suscité beaucoup d'intérét suite a
leur excellent potentiel d'utilisation dans les domaines aimentaires, pharmaceutiques,
biomédicales et cosmétiques. Un gel est défini comme étant un réseau tridimensionnel semi-
solide incluant une phase liquide. La plupart des gels de chitosane sont non thermoréversibles.
Ils sont formés soit de liens covalents, on parle de gels « chimiques », soit d'interaction de
type hydrophobe et on les qualifie de gels « physiques » (Djelad, 2011).

I1.2.6. Principales applications de la chitine et du chitosane

La chitine et le chitosane possedent de nombreuses propriétés physico-chimiques et
biologiques intéressantes (biocompatibilité, bioactivité et biodégradabilité) qui ont permis
d’entrevoir de nombreuses applications potentielles. Le chitosane a suscité un intérét plus vif
que la chitine. Dans le tableau 4 sont résumeées les différentes applications de la chitine et du

chitosane dans divers domaines (Bensaha, 2010).
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Tableau 4 : différentes applications de la chitine et du chitosane (Bensaha, 2010).

Domaine médical Sutures chirurgicales, implants dentaires, peaux artificielles,

reconstructions osseuses

Agriculture M écanisme défensive, stimule la croissance des plantes, enrobage

(protection), libération de fertilisants et nutriments

Traitement deseaux | Polymére écologique, pouvoir séquestrant (métaux lourds,
colorants, etc.), diminution de la turbidité, diminution des odeurs,

bactéricides

Alimentaire Non digestible (diéte aux fibres), hypocholestérolémiant, agent de
conservation, stabilisateur antimicrobien, enrobage protecteur
(fruits)

Cosmétiques Crémes de traitement de I’acné, produits hydratants, formulation
de dentifrices, formulation de shampoings

Biopharmaceutique | Immunostimulants, antitumoraux, anticoagulants, libérations

control ées (matrices)

I1.3. Autres polysaccharides fongique

En plus de la chitine et du chitosane, d’ autres polysaccharides sont présents dans les
parois cellulaires des champignons incluant les glucanes et la cellulose

[1.3.1. les Glucanes

Les glucanes sont composés de monosaccharides D-glucose, reliés entre eux par des
liaisons glycosidiques. Les glucanes peuvent étre devisé en deux types : apha et béta glucanes

en fonction de la géométrie de laliaison glycosidiques.
11.3.1. Les Béta glucanes

Les B-(1,3)-glucanes sont composes de long polymeres linéaires de B-(1,3)-glucose
avec quelques branchements en B-(1,6) (figure7). Les B-(1,3)-glucanes peuvent étre liés par
covalence a d autres composés des parois, ses régions non réductrices se lient aux extrémités
réductrices de chaines de chitine via des liaisons B-(1,4)-, B-(1,6)- et B-(1,3)-glucanes
(Badredin, 2008).
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Les B-(1,6)-glucanes sont composés de chaines de B-(1,6)-glucose qui sont de nature
amorphe et pourraient agir comme une «colle» en formant des liaisons coval entes avec des f-
(1,3)-glucanes, de la chitine et des mannoprotéines des parois cellulaires (Badredin, 2008).

e _
O 0--1--
on
L J | oH
n
OH
- -m
51,3 B-1.,6

Figure7: structure de B-(1,3)-glucanes et B-(1,6)-glucanes (Badredin, 2008)
11.3.2. La cellulose

La cellulose est le polysaccharide le plus abondant dans la nature. Bien que les
champignons soient considérés comme des organismes chitineux, des traces de cellulose ont
parfois été détectées dans leurs parois cellulaires. Chez les Oomycétes cellulosiques |a teneur
en cellulose dans les parois cellulaires de différentes especes de Phytophthora a été mesurée
par Bartnicki-Garcia (1966) qui a trouvé que le mycélium de P. cinnamomi avait une teneur
de 11%.(Badredin, 2008).

La cellulose est constituée par un enchainement de molécules de B-glucose qui sont

liées entre elles par des liaisons hydrogeénes (El Hadji Babacar, 2008)
/

N

CH:0H

HO

CH:0H

CH:OH | OH

Figure 8 : Molécules de la cellulose (Payet, 2005).
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[11.1 Matériel utilisé
[11.1.1. Produits chimiques
Les produits chimiques utilisés au cours de cette étude sont pures et les solutions ont
été préparees avec de |’ eau distillée de pH=7 obtenue al’ aide d'un distillateur GFL 2008.
- CH3COOH : acide acétique 99 — 100% pure (Sigma —aldrich)
- NaOH : hydroxyde de sodium sous forme de pastilles 99 — 100 % pure (Sigma -
Aldrich)
[I1.1.2.Verreriedelaboratoire
Fioles jaugées, entonnoir, béchers, burette, pipettes, mortier en céramique, ballon, verres de
montre et propipette.

111.1.3. Appareillage
- Baance de précision de marque Ohaus, modéle Pioneer TM,
- pH métre de marque Ohaus instrument (type : pH 211),
- Montage areflux,
- Four Kottermann
- Spectrophotomeétre Infrarouge FTIR, L1600400 Spectrum two DTGS serial Number
88391.made in liantrised.4K.
-Microscope éectronique a Balayage Philips, model: ESEMXM30

[11.1.4. Matériel mycologique :

Le mycdlium de P.ostreatus local (POL), un basidiomycete comestible, a été
récupéré a différents stades de son développement pour le vaoriser. Trois types de
mycéliums de POL ont été utilisés.

[11.1.4. 1. Mycélium sous forme de filament
Mycélium sous forme de filaments a été obtenu en grattant le mycélium développé

sur le milieu YMEA (Y ast-Extract-Malt-Agar, en frangais milieu extraits de levure et de
Malt-Agar) coulé dans des boite de pétri de 9 cm de diamétre, aprés 3 semaine d’ incubation
(Figure 9). Ces cultures ont été réalisees par Benbelkaceme Nora dans le carde de la
réalisation de sa thése de doctorat.
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Figure9 : Mycélium de POL développé sur milieu YMEA

111.1.4. 2.Mycélium sous forme de stroma

Du stroma (mycelium abondant et dense) formé sur des blocs de culture de POL sur
certains résidus agricoles a savoir le grignon d’olive, le marc de café, la paille de blé et le
mélange de ces résidus, ont éé prélevé. Ce stroma est obtenu aprés 3 a 4 semaines

d’incubation.

I11.1.4. 3.Mycélium condensé en primordia et car pophor es,

Ce type de mycelium est formé les ébauches de carpophores dans |a croissance s est
arrétée et les tous petits champignons ainsi que les pieds des carpophores matures, non
commercialisables, formés apres la mise en fructification des blocs de culture.

[11.2.M éthodes

[11.2.1. Production des biomasses mycéliennes

Ces 3 types de mycdlium proviennent de cultures réalisées en 2017 au Laboratoire de
Production, Amélioration, et Protection des Végétaux de I’ Université Mouloud Mammeri de

Tizi-Ouzou sous la direction de Madame M ansour-Benamar.

[11.2.2. Préparation des biomasses mycéliennes
[11.2.2.1. Préparation desfilaments mycéiens
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Le mycélium a été récupéré a partir de culture sur milieu YMEA par grattage puis
sechage a 40°C jusqu’ a poids constant. La biomasse récupérée a été broyée au mortier et est
appel ée dans la suite de notre travail BIOP.

[11.2.2.2. Préparation du stroma

Le stroma que nous avons appelé mycélium des blocs a été récupéré, lavé pour
enlever les résidus de substrats puis seché a 40°C jusqu'a poids constant. La biomasse
récupérée a été broyée al’aide d’un mortier. Cette derniéere est appelée pour la suite de notre
travail BIOB.

[11.2.2.3. Préparation du mycélium condensé
Les petits champignons ainsi que les pieds de carpophores séparés de leurs chapeaux ont été

séché a 40°C, puis broyés al’aide d’un mortier; tamisés par des tamis a différents diamétres
a savoir Imm, < 1Imm et > 1mm. Nous avons récupéré 3 fractions a différentes
granulomeétries, appel é respectivement BIO1, BIO2 et BIO3.

Figure 10: Broyage de la biomasse al’ aide d’ un mortier

Les éapes de préparation des biomasses utilistes pour I'isolation des
polysaccharides (chitine et chitosane) sont rassemblées dans |’ organigramme de la figure
(11)
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Pleurotus ostreatus local (POL)

A 4

Culture solide

A 4 \ 4

Sur des Blocs Sur les boites de pétri
A 4 l

Mycélium (blanc Mycélium Mycélium sur milieu gélosé

de champignon) condensé
Lavage
\ 4 \4
Séchage a 40°C
A 4

Broyage

A

Récupération des biomasses

! ' !

BIOB BIO1, BIO2, BIO3. BIO P

Figure 11 : Organigramme de préparation de différentes biomasses

[11.2.3. Isolation et production des polysaccharides
[11.2.3.1. Isolation dela chitine et du chitosanelibre

=
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Le mode opératoire, adopte pour I’'isolation de la chitine et du chitosane libre, a été

tiré des travaux de Crestini et a (1996) et de ceux de Rane et Hoover (1993) et est résumé
dans |’ organigramme de lafigure 12.

Biomasse mycélienne

A 4

Broyage

Y

Extraction de protéine

Traitement basique
(NaOH) 1M
19/30 ml 2121°C pendant
20 min

lavage & pH Séchage a40°c

neutre

Récupération de
|a fraction AIM

A 4

Traitement acide de la
fraction AIM

(CH3COOH) 0,35M,
19 /100 ml areflux
pendant 8h 2 90°C.

Récupération de la fraction
soluble en milieu acide

Lavage avec de , N

Peau distillé 3 o Séchage a

eau distillé ap 10°C
neutre

A 4

Récupération de la fraction
insoluble en milieu acide AAIM

Lavage a pH neutre puis
séchage a l'aire libre

Précipitation
avec
NaOH 1M Y
Chitosane
libre

Chitine (brute)

Figurel2 : Organigramme d'isolation de la chitine et du chitosane libre (Rane et Hoover,
1993), (Crestini et al, 1996)
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Aprés larécupération des biomasses (BIO1, BIO2, BIO3) et BIOP ainsi que BIOB
nous avons effectué des traitements successifs basiques et acides. La méme procédure est
utilisée pour le mycélium condensé, le mycélium des blocs et le mycélium sur gélose
nutritive.

[11.2.3.1.1.Traitement basique ou déprotéinisation:

Une masse de mycélium sec a été mélangée avec un volume de NaOH 1M de rapport
1g/30ml & 121°C pendant 15 min. La fraction alcaline insoluble a été récupérée par
filtration. Aprés lavage a I’eau distillée jusqu’a neutraité, séchage a40°C puis pesée, la
matiére seche obtenue va représenter, pour la suite de cette étude, la fraction insoluble en
milieu alcalin nommée AIM.

[11.2.3.1.2.Traitement acide delafraction AIM :

Une masse de AIM a été traitée avec un volume de CH3sCOOH 0,35M dans un
rapport de (1g/100ml) a 95°C pendant 8h a reflux. La suspension a été récupérée par
filtration. Aprés lavage jusqu’a neutralité avec de I’eau distillée, séchage puis pesee, la
matiere seche va représenter, pour la suite de cette étude, la fraction insoluble en milieu
acide (nommée AAIM). Le filtrat va servir aisoler le chitosane libre dans le cas ou il est

présent.

Figure 13: Montage de la réaction de solubilisation du chitosane dans |’ acide acétique

[11.2.3.1.3. Précipitation du chitosanelibrea pH 11

Apres traitement acide de la fraction AIM, le surnageant va subir un gjustement du
pH jusqu’'a 1llpar NaOH 1M. Il se produit des flocs engendrés par la précipitation du
chitosane. Ce dernier a été lavé jusgu’ a neutralité, séché al’air libre et pesé.

[11.2.3.2. Désacétylation dela chitine

E
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Le mode opératoire adopté pour la désacétylation de la chitine brute a été tiré des
travaux de Di Mario et a, (2008) et aussi des travaux de Kadouche, (2013) : 1gde AAIM sec
a éé mélangé avec 50 ml de NaOH 40% a différentes temps et températures, 35°C pendant
7], 90°C et 150°C pendant 4h. La désacétylation a été faite uniquement pour |aBIO2 issue
du mycélium condense. La fraction insoluble a été récupérée par filtration puis lavée jusgu'a
pH neutre et séchée a 40°C.
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L es organigrammes présentés dans les figures 14 et 15 donnent les différentes étapes

de ladésacétylation

Chitine brute issue du mycélium condensé BIO2

A 4

Désacétylation a 35°C, NaOH 40% pendant 7 jours

A 4

Lavage a pH neutre

A 4

Séchage a l'aire libre

A 4

Récupération du Chitosane.

Figurel4 : Organigramme de désacétylation de la chitine brute (BIO2) (Kadouche S., 2013)

chitine brute issue du mycélium condensé BIO2

A 4

Désacétylation a 150°c a 90°C NaOH 40% pendant 4h

A 4

Lavage a pH neutre

A

Séchage a l'aire libre

!

Récupération du Chitosane.

Figure 15 : Organigramme de la désacétylation de la chitine BIO2 (Di Mario et al. 2007)

[11.2.4. préparation des billes du chitosane

Dans cette partie, nous nous sommes intéressées a la préparation d’ un adsorbant
naturel ou biosorbant, formé de billes de chitosane. Une masse de |a chitine désacétylée a é&é
solubilisée dans un certain volume d’ acide acétique 2N, sous agitation pendant 24h.La
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solution formée est laissée reposer pendant une nuit. Les billes ont été préparées al’ aide
d’ une seringue 20G.
I11.2.5. Caractérisation
[11.2.5.1. Caractérisation par la Microscopie électronique a Balayage

La microscopie éectronique a balayage (MEB ou SEM pour Scanning Electron
Microscopy en anglais) est une technique de microscopie basée sur le principe des
interactions é ectrons-matiéres

C’ est laméthode la plus utilisée pour observer la morphol ogie des films minces et mesurer
leur épaisseur (Bensaha, 2010). Lafraction AIM et AAIM ainsi que le chitosane libre
produit on été analysé au laboratoire physico-chimique des matériaux (LPCM) al’ Université

Mouloud Mammeri de Tizi-Ouzou.

I11.2.5.2. Caractérisation par la spectroscopie I nfra-Rouge FTIR

La caractérisation par la spectroscopie Infra-Rouge ou FTIR est utilisée pour la
détermination des groupements fonctionnels permettant de figurer la structure. Les analyses
ont été faites pour la biomasse, le chitosane libre, le chitosane commercia et la chitine
désacétylé sur des pastilles de KBr au laboratoire de biomédicale d U.M.M.TO. Les spectres
obtenus ont été enregistrés entre 4000 et 400 cm™.

111.2.5.3. Déter mination de taux de cendres

Les cendres sont déterminées par incinération. La prise d'essa servie a la
détermination de la matiére séche (a 105°C pendant 5h) est suivie par une calcination au
four & moufle a 550°C pendant 5h, les cendres exprimées en pourcentage de masse sont
données par laformule utilisée par Audigié et al(1984).

Taux de cendre = % X (100)

111.2.5.4.Test de solubilité

Une masse de chitosane obtenue a é&é mélange avec un volume d’ acide acétique 1%
111.2.5.5. Degré de désacétylation

Le DDA est mesuré selon I’ équation de Brugnerotto et a. 2001

M)—o 3822

(3
DDA =100 — [ 1424
0,03133
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[11.2.5.6. Taux d’humidité
Le taux d’humidité du mycélium de pleurote ostreatus POL est réalisé selon les
techniques utilisées par Mathieu & Pieltain (2003).

(PF — PS)

PF )* 100

H(%)=<

Avec H% Taux d’humidité en pourcentage ;
PF: Poids frais de mycdlium ; PS Poids Sec du mycélium

=



VI. Résultats Et Discussion



Partie expérimental V1. Résultats et discussions

VI1.1. Production de la biomasse mycéienne

La quantité de la biomasse seche maximale a été récupérée a partir du mycélium
condensé (100 g) (figurel6) suivie du mycélium des blocs (30 g) (figure 17), pour ce qui
concerne le mycélium qui a poussé sur milieu gélosé, sur |I’ensemble des (75) boites de Pétri

nous avons obtenu une faible quantité (13g) (figurel8).

Figure 16: photo de mycélium Figure 18: photo de

Figure 17: photo de mycélium
condense

des blocs mycélium poussé sur
boite de pétri

La biomasse récupérée a partir du mycélium condensé a été séparée en 3 biomasses a
différentes granulométries: BIO1:=1mm, BIO2:< 1mm, BIO3:>1mm (figure 19).
Lamasse de BIO1 et BIO3 est de 30g chacune et celle de BIO2 est de 40g (tableau 5).

Figure 19: Photo des biomasses de différents granulométries : BIO2, BIO1, BIO3
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V1.2. Caractérisation dela biomasse mycélienne

V1 .2.1- Taux decendre

Nous avons mesuré le taux de cendre pour la biomasse obtenue a partir du mycélium
condensé et représente 2,22 % de la matiere seche. Ce taux en ééments est faible donc I’ étape
de déminéralisation n’est pas nécessaire pour |'isolation de la chitine contrairement aux déchets

de crustacés ou cette étape est importante car ils présentent un taux élevé en é éments minéraux.
VI2.2-Caractérisation par FTIR

Nous avons procédé a la caractérisation de la biomasse obtenue a partir du mycéium
condensé (BIO1) de (POL.) Le spectre d' absorption FTIR est donné dans la figure 20. La bande
d’ absorption & 3422 cm* correspond alavibration OH et NH de la fonction amine. Deux bandes
d’ absorption & 2924 et & 2800 cm? correspondent aux liaisons d’ é ongation des fonctions CH; et
CHs. Le petit pic 2 1300 cm? est attribué a la vibration de déformation de la liaison C-N de
I’amide lll.

La bande & 1640 cm* correspond au groupement C=0 (bande amide 1). Ceci peut supposer la

présence de la chitine/chitosane dans la paroi du mycélium.

0,6

3422

0,5

0,4 1
2924

1640 10731042

Absorbance (%)

0,3

0,24

0.1 ——— 1 ——7———
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Nombre d'onde (cm™)

Figure 20: spectre FTIR de labiomasse BIO1

<



Partie expérimental VI. Résultats et discussions

V1.2.3. Taux d’humidité

Le taux d humidité du mycélium condensé de Pleurotus ostreatus local est de 85 %, donc

ce champignon est composé majoritairement d’ eau.

V1.3. Isolation du chitosanelibre et dela chitine brute
V1.3.1. Casdu mycélium condensé

V1.3.1.1. Effet dela granulométrie

Les résultats de I'étude de I'influence de la granulométrie du mycélium de POL sur
I'isolation du la chitine et du chitosane sont regroupés dans le tableau 5 qui résume les
différentes valeurs des fractions basiques et acide et les valeurs du chitosane libre isolé a partir
de chague biomasse, B1O1, BIO2 et BIO3.

Tableau 5: isolation du chitosane libre et de la chitine a partir du mycélium condense

Granulométrie BIO1=1mm BIO2<1mm BIO3>1mm
Biomasse(Q) 30 40 30

AIM (g) 6,56 8,67 9,25

AIM (g/g biomasse) 0,218 0,216 0,316
AAIM (g) 5,60 7,81 6,93

AAIM (g/g AIM) 0,853 0,900 0,794
AAIM (g/g biomasse) 0,186 0,195 0,231
Chitos (mg) 1355 204,1 042,9
Chitos (mg/g AIM) 20,6 23,5 4,6

Chitos (mg/g biomasse) 4,5 51 1,4

V1.3.1.1. 1. Lafraction AIM

Le traitement basique par NaOH 1M des biomasses indique que la teneur en AIM varie
selon la granulométrie : 0,218 g/g de biomasse pour BIO1, 0,216 g/g d biomasse pour BIO2 et
0,316 g/g de biomasse pour BIO3. Cela veut dire que la paroi cellulaire de POL possede des
fractions solubles en milieu acalin 1 M avec un rendement de 70 a 80 %.
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V1.3.1.1. 2. Lafraction AAIM

Les fractions AIM ont été traitées par I’ acide acétique. Selon les valeurs obtenues nous
remarguons qu’il ya une solubilisation de 10 a 20 %. La filtration des fractions AAIM conduit a
0,853 g/g de AIM (BIO1), 0,900 g/g de AIM (BIO2), 0,794 g/g de AIM (BIO3). Ces valeurs
correspondent respectivement aussi a 0,186 g/g de BIOL, 0,195 g/g de BIO2, et 0,231 g/g de
BI10O3 donc la chitine brute représente 10 % a 20 % de la biomasse mycélienne.

V1.3.1.1. 3. Lechitosanelibre

Le chitosane libre des différentes biomasses a été isolé par gustement du pH du
surnageant avec NaOH 1M. Les valeurs obtenues sont: 20,6 mg/g de AIM (BIO1), 23, 5 mg/g de
AIM (BIO2), 4,6 mg/g de AIM (BIO3) ou 4,5 mg/g de BIO1, 5,1 mg/g de BIO2, et 1,4 mg/g de
BIO3.

Le chitosane représente 0,5 % de la biomasse mycélienne de Pleurotus ostreatus local.et le
meilleur rendement a été obtenue avec BIO2 de granulométrie < 1.

D’apres ces résultats nous pouvons conclure que le mycédlium du Basidiomycéte
comestible Pleurotus ostreatus local contient des polysaccharides insolubles en milieu basique
AIM et acide AAIM. Son mycédlium contient aussi du chitosane libre. Les rendements de ces
trois fractions sont influencés par la granulométrie de la biomasse mycélienne. En effet la
guantité de chitosane est plus importante lorsque le mycélium de POL est réduit sous forme de
poudre de granulométrie inférieure a 1mm. Donc |'étape de broyage est importante dans

I"isolation du chitosane libre.

@ 350 - 316
(7]
©
g 300 -
° 250 -
5 @ AIM
% 200 -
E H AAIM
150 -
M Chitos
100 -
50 -
0 - ranulométrie
BIO1 BIO2 BIO3

Figure 21: Effet de la granulométrie sur la production de AIM, AAIM et Chitos
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V1.3.2. Casdestrois mycéliums utilisés
V1.3.2.1. Effet dela nature du mycéium

Pour rappel, le mycélium du champignon comestible Pleurotus ostreatus local a été,
d'une part, développé sur des résidus agricoles, et récolté sous les formes «stroma» et
«mycelium condensé » (primordia et les petits champignons mal développés et les pieds de
carpophores bien développés) et d’ autre part, sur milieu de culture géloseé (YMEA) en boite de
pétri. Le tableau 6 montre la variation des fractions AIM, AAIM et Chitos obtenues a partir de
chaque biomasse mycélienne. En tenant compte des résultats obtenus sur I’ étude de I’ effet de la

granulométrie, les biomasses BIOB et BIOP ont été utilisées sous forme de poudre de diameétre

<1mm.

Tableau 6: Isolation du chitosane libre a partir de BIO2, BIOB et BIOP
Granulométrie BI1O2<1mm BIOB < 1mm BIOP<1mm
Biomasse (g) 40 30 13
AIM (g) 8,67 6,8 2,29
AIM (g/g biomasse) 0,216 0,226 0,176
AAIM (g) 7,81 5,01 1,71
AAIM (g/g AIM) 0,900 0,736 0,746
AAIM (g/g biomasse) 0,195 0,167 0,13
Chitos (mg) 204,1 147 40
Chitos (mg/g AIM) 23,5 21 17
Chitos (mg/g biomasse) 51 4,9 3

V1.3.2.1.1. Lafraction AIM

Le traitement basique par NaOH 1M des biomasses BIOB (bloc) et BIOP (boite de
pétri), a permis I’ obtention de valeurs variables de fractions insoluble : 0,226 g/g de BIOB et
0,176 g/g de BIOP. Ces valeurs sont proches de celle obtenue avec BIO2 (0,216g/g). Nous
avons remarqué que le mycélium des blocs et celui récupére a partir des boite de pétri possedent

aussi des matieres solubles en milieu alcalin avec un rendement de 70 % a 80 %.

V1.3.2.1.2.Lafraction AAIM (chitine brute)
De la méme maniere que précédemment, ces fractions alcaline insoluble ont été subit un

traitement acide par CHsCOOH 0,35 M. Les fractions insoluble acide ont été récupérées par une
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filtration, séchées et pesées. La vaeur de AAIM obtenue a partir de BIO2 (0,195 g/g de B1O2)
est supérieure que celles obtenues a partir de BIOB (0,167 g/g de BIOB) et BIOP (0,131 g/g de
BIOP).

Comparées aux valeurs obtenues par Yen & Mau (2006) sur la préparation de la chitine
fongique a partir du pied de Shiitake selon le procédé de Kurita et al. 1993. Les rendements en
chitine brute sont de I’ordre de 25,08 & 36,72 %, les rendements que nous avons obtenus sont

assez proches.

Il ressort de ces travaux que la chitine qui est I’un des principaux composants de la paroi
cellulaire fongique existe en quantité variable selon |’ espece fongique et probablement selon le

mode d’ extraction.
V1.3.2.1.3. Lechitosanelibre

L’ extraction du chitosane a été effectuée par la méthode de Rane et Hoover (1993).Le
chitosane qui a été précipité par NaOH 1M (figure 22) a été récupéré apres lavage et pese. Le
rendement du chitosane isolé a partir de BIO2 et BIOB sont proche (5,1 mg/g de BIO2 et de 4,9
mg/g de BIOB). Par contre celui isolé par BIOP est en faible quantité, 3,07 mg/g de BIOP.

Figure 22: précipité obtenue apres |’ gjout de NaOH 1M.

Selon lestravaux de Omogbai & Ikenebomeh (2013) effectuée par la methode de Rane et
Hoover 1993 sur I'isolation de chitosane fongique a partir du champignon Rhizopus oryzae
(Zygomycete), le meilleur rendement du chitosane (8 mg/g de biomasse) a été obtenu sur un

milieu contenant de la paille et du mais. Ce rendement est supérieur a celui obtenue dans notre
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travail (5,1 mg/g BIO2) avec un milieu a base de paille de blé, de marc de café et de grignon

d olive et du mélange de ces 3 résidus agricoles.

En générale la teneur en chitosane et les fractions insoluble basique AIM et acide AAIM

sont influencé par la composition du milieu de culture et |’ espéce de champignon utilisée.

(mg/g blz%rgafse) e .
200
150 HAIM
H AAIM
100 i Chitos

50

0 nature de mycélium

BIO2 BIOB BIOP

Figure 23: effet de lanature du mycélium dans la production dela AIM, AAIM et Chitos
V1.4. Production du chitosane a partir de la désacétylation dela chitine

La chitine est généralement convertie en chitosane par désacétylation alcalin avec
I”hydroxyde de sodium (Chang et al. 1997).

En raison de la quantité élevée de la chitine brute obtenue a partir du mycélium condense,
la désacétylation a été réalisee seulement pour cette fraction AAIM produite.

La fraction AAIM issue de la BIO2 a été désacétylée a 35°C pendant une semaine, a
150°C et a90°C pendant 4 h, Les résultats obtenus sont rassemblés dans le tableau 7

Tableau.7:désacétylation de la chitine.

Biomasse BIO2

AAIM (g) 4 2 1
Température (°C) 35 150 90
Temps (h) 168 4 4
CTN désa (g) 1,05 0,27 0,22
CTN désa (mg)/AAIM(g) 264 135 220
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Apres lavage a I’eau digtillée plusieurs fois les fractions récupérées ont été pesées. Le
rendement de la chitine désacétylée a35°C 264 mg/g de AAIM.

Le rendement de la chitine désacétylée pendant 4h a 90°C; 220 mg/g de AAIM est
meilleur par rapport a celui obtenu a 150°C ; 135 mg/g de AAIM.

Selon les travaux de Di Mario F, et al. 2007, le rendement du chitosane préparé a partir
de la désacétylation de la chitine a (80°C-150°C) issue de différente souche sont rassemblé dans
le tableau suivant :

Tableau 8: rendement du chitosane préparé a partir de la chitine. (Di Mario F, et al. 2007).

Rendement % DDA %
Pleurotus ostreatus (SMR) 30,7 98,7
Pleurotus eryngii (SMR) 44,8 94,2

Le rendement de la chitine désacétylé issu de Pleurotus ostreatus(SVIR) et de Pleurotus
eryngii (SMR) sont respectivement 30,7 % et 44,8 %, nous avons comparé ces valeurs aux
résultats obtenue dans notre travail (13,5 % et 22 %) nous avons conclu que le rendement du
chitosane préparé a partir de la chitine, dépend de type de la souche utilisée, la durée et la
température associée au traitement alcalin.

Ici nous avons récupérer le chitosane libre, la chitine brute (fraction AAIM) et la chitine
désacétylée.

En générale la biomasse de Pleurotus ostreatus local (Pol) est composee de 70 % a 80 %
de fraction soluble en milieu acalin(FSA), de 20 % a 30 % de la fraction insoluble en milieu

acain (AIM) et de 10 % a 20 % de la fraction insoluble en milieu acide(AAIM). Le chitosane

est présent dans la paroi cellulaire de ce champignon mais a un faible pourcentage.

v AIM

FSA
Chitos ~ AAIM

100% -

50% - AAIM ¥ Chitos

0% - AIM ~[FSA

POL

Figure 24 : composition de |a biomasse mycélienne(POL)
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V1.5. Caractérisation des chitosanes. Cas du mycélium condensé.
V1.5.1. Test de solubilité

Les échantillons obtenus ont éé mis dans une solution d'acide acétique afin de tester
leurs solubilités en milieu acide dilué.

Les chitosane libres obtenues a partir du mycélium condensé a différents granulométries et le
mycélium des blocs sont insolubles dans I’ acide acétique 1 %.

Le chitosane libre issue delaBlO P ainsi que Les chitines désacétyl ées sont solubles dans
I’ acide acétique 1%.

VI1.5.2. Caractérisation par FTIR

Les spectres d'absorption FTIR du chitosane libre, la chitine désacétylé et du chitosane

commercia sont représenté respectivement sur lesfigure 26, 27 et 28.
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Figure 25 : spectre FTIR du chitosane libre BIO2
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Figure 26 : spectre FTIR de lachitine désacétylé BIO2
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Figure 27:spectre FTIR du chitosane commerciale FLUKA
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D’apres les figures; on remarque presgque une similarité dans les trois spectres
d’ absorption. La bande & 3421 cm™ qui correspond al’@ongation de la liaison N-H et O-H dans
le spectre du chitosane commercial et le chitosane libre, se déplace a 3414 cm® dans la chitine
désacétylé.

Les bandes d’ amide | et d’ amide Il sont plus faible (1632, 1638, 1640 cm™) pour les trois
spectres.
La bande d’ amide Il qui apparait & 1564 cm™ et & 1574 cm? est presque absente dans le spectre

de la chitine désacétyl é

L es spectres obtenus par spectroscopie Infra-Rouge pour le chitosane libre (figure 26) et
la chitine désacétylée préparés (figure 27) sont comparés a celui du chitosane commerciae
(figure 28). Les bandes principales de ces trois spectres sont montrés dans le tableau 10.

Tableau 9: Principales bandes des spectres Infra-Rouge du chitosane préparé, de la chitine
désacétylée préparée et du chitosane commercial.

Bandes d’ absorption cm? Attribution
Chitosane libre? Chitine désacétylée® | Chitosane

commerciale
3421 3414 3421 N-H et O-H
2924 2913 2924 C-H (CHz0u CH3)
2862 2852 2852 C-H (CH3)
1423 1419 1420 C-H (CH>)
1632 1638 1640 C=0 (amide).
1574 - 1574 N-H (amide I1).
1073 1074 1073 C-O-C
1025 1027 1025 C-OH

A apartir du mycélium condensé (Biol).

B &partir du mycélium condensé (Bio2).
V1.5.3. détermination de Degré de désacétylation

Les propriétés de la chitine et du chitosane dépendent de degré de désacétylation qui est
I"un des facteurs les plus importants. Le degré de désacétylation de différents chitosanes préparés
est comparé a celui du chitosane commercial.
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Le tableau 9 montre les valeurs de DDA en % pour le chitosane commercial et la chitine
désacétylé.
Tableau 10: le DDA % des chitosanes

Compose Chitosane commercia | Chitine désacétylé

DDA% 70,89 70,84

D’ apreés les résultats obtenus dans le tableau 9, on remargque que la DDA de la chitine
désacétylée (70,84) est > a 50%, cette valeur est proche de la DDA du chitosane commercial

(70,89). Cerésultat confirme la solubilité du chitosane préparé a partir de la chitine.

V1.5.4. Déermination dela morphologie par Microscope Electronique a Balayage MEB

Nos échantillons ont été analysés par microscopie éectronique a balayage MEB, cette méthode
de caractérisation va nous permettre de regarder la morphologie de différentes fractions
préparées. L’ analyse par MEB de lafraction AIM, AAIM et Chitosane montre que leurs surfaces
sont de structure cristallines et on observe la présence de « trous » qui correspondent aux pores

présents sur les fractions.

AccV SpotMagn Det WD F————— 500 m
200kv 40 50x  GSE 99 06 Torr ESEM UMMTO

Figure 28 : micrographie de lafraction AIM.
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Figure 29: micrographie de lafraction AAIM.

AccV Spot Magn Det wpD /i 100 pm
200kV 40 260x GSE 101 06 Torr ESEM UMMTO
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Figure 30: micrographie du chitosane libre (BI1O).
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Lamicrographie MEB du chitosane libre (bio) nous montre :

Une surface hétérogene,
différentes formes,

différentes tailles,

Une surface peu poreuse.

V1.6. Production des bhilles de chitosanes

La poudre de chitosane récupéré a été transformée en billes. Ces billes du chitosane ont été
préparées par la chitine désacétylée a 90°C.

-Les billes humides obtenues aprés leur synthése ne sont pas sphériques, mais elles sont remplies
et elles présentent une surface lisse. Ces billes ont une couleur marron leurs tailles varie entre
12mmet 1,7 mm.

Figure 31 : billes du chitosane fongique.
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Conclusion générale et perspectives

V. CONCLUSION GENERALE

Actuellement I’ utilisation des biopolymeéres a savoir la chitine et |e chitosane ont montré
leurs itérés dansle domaine de traitement des eaux.
Cette étude est consacrer a produire la chitine et le chitosane a partir de  Pleurotus ostreatus
local (POL).

L es essais expérimentaux ont montré |a possibilité de produire du chitosane a partir de
Pleurotus ostreatus local (POL) en faisant subir a La biomasse mycélienne des traitements
successive basique et acide, et aussi par la désacétylation de la chitine. Le chitosane produit est

présente sous deux formes, en tant que chitosane libre ou chitine désacétyl ée.

Le résultat de taux d’humidité a montré que le Pleurotus ostreatus local est composé de
85 % d'eau. 20 % a 30 % de labiomasse sec de son mycélium représente lafraction AIM, donc

ce champignon est riche en matieres solubles en milieu alcalin.

Les résultats d'isolation de la chitine ont montré que cette fraction représente 10 a 20 %
de labiomasse de POL. Comparées aux valeurs obtenues par Yen & Mau (2006), 1l ressort que
cette fraction existe en quantité variable selon |’ espéce fongique et probablement selon le mode
d extraction.

L’ éude de I’ effet de la granulométrie sur I’ isolation du chitosane a permit de mettre en
évidence I’importance de I’ éape de broyage, en effet le rendement du chitosane est meilleur

lorsgue le mycélium de POL est réduit sous forme de poudre de granulométrie inférieure a 1mm.

L’ étude de I’ effet de la nature du mycélium a permit de conclure que le rendement en
chitosane et les fractions insoluble basique AIM et acide AAIM sont influencé par la

composition du milieu de culture et |’ espéce de champignon utilisée.

La production du chitosane a partir de la désacétylation de la chitine a différentes
températures, nous a permit de conclure gue le rendement du chitosane préparé, dépend de type
delasouche utilisée, ladurée et |a température associée au traitement acalin.

En générale la biomasse de Pleurotus ostreatus local (Pol) est composée de 70 % a 80 %
de fraction soluble en milieu alcalin, de 20 % &30 % (AIM) et de 10 % a 20 % de (AAIM). Le
chitosane est présent dans la paroi cellulaire de ce champignon mais a un faible rendement (0,5
%).

.



Conclusion générale et perspectives

Pour la préparation des billes a partir du chitosane fongique il faut s'intéresse ala

désacétylation de la chitine a 90°C.
PERSPECTIVES:

-la désacétylation des autres fractions AAIM issue du mycélium des blocs et celui récupéré a
partir des boites de Pétri,

- préparation des billes du chitosane a partir de ces fractions,
-faire |’ étape de blanchiment pour les billes obtenue dans notre travail,

-application de la décoloration des eaux avec les billes récupérées.
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Résumé

Depuis quelques années les recherches ont été orientées vers une nouvelle voix pour la
dépollution de I’ environnement. Le laboratoire de Production, Améioration et Protection des
Végétaux (LPAPV) de la Faculté des Sciences Biologiques et des Science Agronomiques de
I’Université de Mouloud Mammeri de Tizi-Ouzou a pour objectif de valorisé les déchets
agricoles dans la culture des champignons. Notre travail est basé sur la valorisation de la
biomasse d'un champignon comestible Pleurotus ostreatus et la production de
polysaccharides. En effet la chitine et le chitosane, deux polysaccharides, ont prouveé leurs
intéréts dans de nombreux domaines: agroalimentaire, biologie, environnement, médecine,
pharmacie...etc. le mycélium de Pleurotus ostreatus a été utilisé sous trois formes : mycélium
préparé sur bloc constitué d'un mélange de grignon d’olive, de la paille et de marc de café,
mycédlium récupéré par broyage des petits pieds et chapeaux sous trois differents
granulométries et le mycélium développé sur milieu gélosé. Le rendement de la biomasse et
les différents polysaccharides calculé issu des trois types de mycélium ont été calculés et

comparés.
Motsclés : Biomasse; chitine ; chitosane ; culture ; mycélium ; Pleurotus ostreatus

Abstract

In recent years research has been directed towards a new voice for environmenta clean-up.
The objective of the Plant Production, Improvement and Protection Laboratory (LPAPV) of
the Faculty of Biological Sciences and Agronomic Sciences of the University of Mouloud

Mammeri in Tizi-Ouzou is to enhance agricultural waste in the cultivation of mushrooms.

. Our work is based on the valorization of the biomass of an edible fungus Pleurotus ostreatus

and the production of polysaccharides. Indeed chitin and chitosan, two polysaccharides, have
proven their interests in many fields. food industry, biology, environment, medicine,
pharmacy ... etc. the mycelium of Pleurotus ostreatus was used in three forms. mycelium
prepared on a block composed of a mixture of olive pomace, straw and coffee grounds,
mycelium recovered by grinding small feet and hats under three different particle sizes and
the mycelium developed on agar medium. The yield of the biomass and the different
polysaccharides cal culated by the different types of mycelium were calculated and compared.

Key words: Biomass; chitin; chitosan; culture ; mycelium; Pleurotus ostreatus



