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L’Algérie, a I'instar des pays du pourtour méditerranéen, est a vocation oléicole.
L’industrie oléicole produit chaque année sur une courte période (3 a 5 mois) des déchets,
I’'un liquide (les margines ou eaux de végétation), I'autre solide, le grignon d’olive. Ce
dernier est formé par un agrégat de pulpe d’olive et de noyaux concassés et représente
environ 40% des olives triturées. C’est un déchet souvent brulé en bordure des routes, a

proximité des huileries, constituant une source de pollution et de nuisance pour les riverains.

De grandes quantités sont produites a chaque compagne oléicole, et la wilaya de Tizi-
Ouzou occupe, en Algérie, la deuxiéme place apres Bejaia du point de vue superficie oléicole

et production d’olives.

L’ Algérie produit également un autre résidu solide, nettement moins visible que le
grignon d’olive car produit, au quotidien, en quantités moins importante que le grignon

d’olive, le marc de café, issu de la consommation de café boisson.

L’Algérie a été classée par 'USDA (United States Department of Agriculture) en
2014, 7°¢ parmi les pays importateurs de café, avec en moyenne 125 000 tonnes de café
importées par an (UGCAA: Union Générale des Commercants et Artisans Algeériens,
communication personnelle) et 11° parmi les pays consommateurs de café. Elle est classée
1°" pays consommateur parmi les pays Africains et Arabes. Sachant que le marc de café
représente les 3/5° du café vert (Barbera, 1965), ce sont 75000 tonnes de marc de café qui

sont donc jetées, chaque annee, dans les poubelles.

Au vu des quantités produites pour chacun de ces déchets lignocellulosiques, il était

nécessaire et judicieux de trouver un moyen d’en faire des produits a valeur ajoutée.

La culture de champignons comestibles offre cette possibilité. En effet, selon Mandeel
et al (2005), la culture des champignons comestibles sur les déchets lignocellulosiques
représente I'un des procédés de recyclage de déchets organiques le plus économiquement

rentable.

Il s’agit d’un procédé biotechnologique simple qui permet de faire la bioconversion de
résidus lignocellulosiques en carpophores de champignons (Velazquez Cedeno, 2005),
aliments délicats et savoureux, dotés, pour la plupart des especes de champignons
comestibles, de vertus thérapeutiques en plus de leur valeur alimentaire (Olivier, 1991;
Linguedist et al, 2005; Zahid et al, 2010).
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Les champignons comestibles sont recommandés par la FAO (Food and Agriculture
Organization of the United Nations) comme source protéique supplémentaire dans les pays
en développement tributaires de céréales (Islam et al, 2009). Les carpophores des espéces
de Pleurotus se situent entre les légumes de haute qualité et les viandes de moindre qualité
(Bano et Rajarathnam, 2010, Babu & Subhasre, 2010) et selon Miles et Chang (1977), la
plupart des champignons comestibles se classent au méme niveau que la viande et le lait sur
le plan de la valeur nutritive potentielle beaucoup plus élevée que la plupart des

légumineuses et des légumes.

Apres des essais d’isolement de différentes especes de champignons comestibles ou
médicinaux (Hericium, Auricularia, Ganoderma) pas toujours fructueux, nous avons
finalement opté pour la culture de deux souches de Pleurotus ostreatus, une que nous avons
ramassé localement (POL) a Oued-Aissi (Wilaya de Tizi-Ouzou, Algérie) et isolée au
Laboratoire de Production, Amélioration et Protection des Végétaux (LPAPV) de
I’Université Mouloud Mammeri de Tizi-Ouzou (UMMTO), et I’autre d’origine commerciale
(POC) (provenant du Laboratoire de Cryptogamie de 1’Université Paul Sabatier (UPS) de
Toulouse (France) et originaire de la Société Royal Champignon de France). En effet, les
pleurotes en particulier le pleurote en huitre (Pleurotus ostreatus) figure parmi les
champignons les moins exigents en conditions de culture. A titre d’exemple, contrairement
a la culture de Agaricus bisporus (champignon de Paris), la culture des pleurotes ne nécessite

ni fermentation du substrat, ni terre de gobetage a la fin d’incubation (Hadar et al, 1993).

En effet le pleurote est un champignon saprophyte trés compétitif s’implantant
facilement sur un substrat rudimentaire, ce qui permet aux amateurs d’en envisager la culture
a peu de frais (Fourré, 1990). Cette compétitivité est liée a la libération par les cellules du
mycélium d’enzymes capables de s’attaquer a des molécules aussi complexes que la
cellulose ou la lignine, d’ou son nom de champignon décomposeur primaire ou champignon

lignocellulolytique (Durrieu, 1993; Velazquez Cedefio et al, 2002).

Nous avons décrit toutes les étapes de la culture, depuis la récolte du carpophore de la

souche POL sur son hote naturel, le ricin, jusqu’aux récoltes suivantes sur le grignon d’olive
(GOB) et le marc de café (MC).

Cette thése constitue un des aboutissements des travaux de recherche sur la

valorisation de résidus agricoles par la culture de champignons comestibles initiés depuis
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1993 a la Faculté des Sciences Biologiques et des Sciences Agronomiques de I’ Université
Mouloud Mammeri de Tizi-Ouzou (FSBSA UMMTO), dans le cadre de différents projets
de recherche:

- Projet de recherche CNEPRU F1533/01/02/93 intitulé : Recherche de
nouveaux produits a valeur ajoutée, issus des industries oléicoles et destinés a
I’alimentation avec le chapitre « Culture des champignons comestibles sur le
grignon d’olive» (1993-1997) ;

- Projet F1501/03/97: « Valorisation alimentaire du marc de café par la culture
de champignons comestibles (Pleurotus - Lentinus - Flammulina, ..) » (1997-
2000) ;

- Projet de recherche PNR 111 N°AU 49910 : Valorisation alimentaire et non
alimentaire de déchets agricoles et industriels par la culture de macromycetes
des peuplements forestiers de la Kabylie (1999-2003) ;

- Projet de recherche CNEPRU F 00520080016 : Amélioration de la culture de
champignons comestibles et valorisation des résidus de cultures dans un but
alimentaire animal (2009-2012).

Nous pouvons citer également quelques mémoires de magister et de master 11 réalises
a la FSBA (UMMTO) dans le domaine de la valoristaion de déchets agricoles par la culture
de champignons comestibles, Kadi (1998), Genoune (2007) et Haddad (2014).

Ce travail de thése qui constitue en Algeérie, une premiére approche dans le domaine
de la valorisation de résidus agricoles par pleuroticulture en utilisant une souche de
Pleurotus ostreatus (Jacq. : Fries) Kummer locale, est divisé en deux grandes parties, A et
B:

Partie A : La synthése bibliographique que nous avons subdivisé en deux
chapitres. Le premier chapitre est relatif aux différents substrats que nous avons utilisé au
cours de notre expérimentation et a leurs origines a savoir le grignon d’olive, le marc de
café, et I’orge et la paille de blé. Le deuxieme chapitre est relatif aux champignons auxquels

nous nous sommes intéressés et a quelques généralités sur les Basidiomycetes.

PartieB : La partie expérimentale que nous avons réalisée en trois principales
étapes :
- la premiére étape consiste en la production d’inoculum par isolement et/ou

multiplication du mycélium dicaryotique prélevé sur les carpophores du pleurote
local ou de pré-culture du pleurote commercial, et sélection de milieux de culture
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gélosés le(s) plus favorable(s) a la croissance mycélienne des deux souches de
pleurote,

la deuxiéme étape consiste en la production de blanc des deux souches de
pleurote et la recherche de la maitrise de sa fabrication, en utilisant les inocula
produits précédemment ;

et la derniére étape consiste en la valorisation du grignon d’olive et du marc de
café, en le lardant avec le blanc fabriqué, dans le but de produire des
champignons destinés a I’alimentation humaine. Nous avons également cherché
a optimiser les rendements.

Ce sont les cultures de POC et POL sur grignon d’olive qui ont fait 1’objet
d’études plus approfondies pour des raisons matérielles.
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PREMIER CHAPITRE : LES SUBSTRATS DE CULTURE
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INTRODUCTION

L'olivier est parmi les arbres cultivés connus les plus anciens dans le monde
(Kapellakis et al, 2008). Symbole de force, de longévité et de paix (Breton et al, 2006), il
existe sur les 5 continents mais sa culture est prédominante dans les pays du pourtour
méditerranéens ou 98% des oliviers du monde sont concentrés (Sancoucy, 1984, Zervakis et
al, 1996). En effet la présence de I’olivier est un symbole trés marquant des paysages
méditerranéens et de leur attrait (Breton et Berville, 2012). Dugelay, en 1954, disait que les
géographes et les botanistes étaient unanimes a définir les limites botaniques et climatiques

de la région méditerranéenne par celles de I'extension donnée a l'aire de cette essence.

Le but principal de la culture de 1’olivier est la production du fruit, I’olive. 1l existe un
grand nombre de variétés destinees soit a la consommation, aprés avoir subi des préparations
propres a assurer leur conservation, sous forme d'olives vertes ou d'olives noires dites de

confiserie, soit a la fabrication de I'huile (Dugelay, 1954).

L'huile d'olive a des valeurs alimentaire et thérapeutique tres spéciales (Dugelay,
1954). Cette huile est I’'une des plus prisées en raison de ses qualités nutritives et de ses
propriétés diététiques permettant, notamment, de reduire le risque de maladies cardio-
vasculaires (Breton, 2006). Les feuilles de I’olivier, sauvage ou cultivé, utilisées en tisane,
ont des propriétés anti-hyperglycémiante et hypotensive, alors que les polyphénols totaux

extraits des feuilles d’oliviers ont des propriétés anti-oxydantes (Arab et al, 2013).
Les régions les plus productives en olives sont en Espagne et en Italie. En Afrique du

Nord, les pays producteurs les plus importants sont la Tunisie, le Maroc et 1’ Algérie.

BREF APERCU SUR LA BOTANIQUE ET LA BIOLOGIE DE L’OLIVIER

2.1- Les variétés d’oliviers

Selon Terral & Arnold-Simard (1996), dans le bassin méditerranéen, deux types ou

groupes d'olivier ont été distingués par Zohary & Spiegel-Roy en 1975:

- le type sauvage, un complexe de formes, 1’0oléastre, classé conventionnellement
comme Olea europaea var. oleaster DC. ou Olea europaea var. sylvestris

(Hoffmanns et Link) Fiori ou encore selon Breton et Berville (2012), Olea
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europaea subsp. europaea L. var. sylvestris. C’est une composante commune des
communautés végétales méditerranéennes thermophiles ;

- et les variétés cultivées, 'olivier, classé Olea europaea var. sativa ou Olea
europaea subsp. europaea L. var. sativa selon Breton et Berville (2012),
caracterisée, par rapport a l'olivier sauvage, par une augmentation de bois et une
meilleure production de fruits, avec des olives & mésocarpe plus charnu et gorgé
d’huile.

Il existe actuellement de nombreuse sous espéces a travers le monde (Breton et al,
2006 ; Breton et Berville, 2012). Nous citerons la subsp. Europaea qui prédomine dans le
pourtour méditerranéen et la subsp. Laperrinei ou « olivier du Sahara » appelé également
« olivier de Laperrine » qui pousse en plein Sahara entre 1400 et 2800 métres d’altitude, du

Sud de I’ Algérie jusqu’au Nord du Soudan, en passant par le Niger (Ignasse, 2013).

L’olivier et 1’oléastre coexistent, de nos jours, dans le Bassin Mediterranéen, et
I’oléastre est la forme sauvage de I’olivier (cultivé) (Breton et al, 2006 ; Breton et Berville,
2012). Selon Chevalier (1948), 1’0léastre algérien serait féral (variété cultivée ensauvagee)
alors que pour Trabut (1900) le vrai oléastre et le féral existent tous les deux en Algérie.

L’oléastre est appellé Zeboudj ou Azeboudj en Algérie.

L’oléastre se présente sous forme d’un arbuste buissonnant, €pineux, a rameaux
quadrangulaires, a petites feuilles rondes ou Iégerement allongées et a petits fruits ronds qui
contiennent peu d'huile. Il est assez répandu dans les maquis des régions méditerranéennes

et forme méme de vraies foréts en Espagne, en Algérie et en Asie Mineure (www.afidol.org).

L’olivier se présente sous forme d’un arbre de 5 a 10 m de haut, capable de dépasser
les 15 meétres (Dugelay, 1954). Il est facilement reconnaissable a 1’aspect tortueux de son
tronc, a ses feuilles de forme oblongues a ovales-lancéolées, opposées et a ses fleurs
regroupées en petites inflorescences en forme de grappes dressées, naissant a 1’aisselle des
feuilles (Arab et al, 2013). 1l s’appelle Thazemourth en Kabyle. Selon Trabut (1900) ce mot

n’a pas d’équivalent dans les autres pays producteur d’huile d’olive.

Il existe plus de 30 espéces (Kapellakis et al, 2008) et plus de 700 variétés d’oliviers a
travers le monde (Hammami, 2013). Boukhari, en 2014, a rapporté les principales variétés

cultivees citées par le CIO (Conseil Oléicole International). C’est I’Espagne et 1’Italie qui

10
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en possedent le plus. Pour I’ Algérie seules 5 variétés ont été citées : Chemlal (fig.1), Sigoise,
Azaradj, Limli et Blanquette de Guelma.

Figure 1: Olea europea var. chemlal

2.2- Taxonomie de Polivier

L’olivier est classé dans la famille des Oleaceac et la tribu des Oleineae (Caruso, 1883)
dont Olea est le seul genre a fruits comestibles (www.afidol.org). Selon la classification de
Cronquist (1988), I’olivier appartient a I’ordre de Scrophulariales et celle de APG II
(Angiosperms Phylogeny Group ) en 2003, le place dans I’ordre des Lamiales.

11
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Classification de 1’olivier selon Cronquist (1988) (*) et APG 11 (2003) (**):

Reégne : Plantae

Sous régne : Tracheobionta

Division : Magnolophyta

Classe : Magnolopsida

Sous classe : Asteridae

Ordre : Scrophulariales (*) O : Lamiales (**)
Familles : Oleaceae F : Oleaceae
Tribu : Oleineae

Genre : Olea.

Espece : Olea europaea L.

Sous-especel:  Olea europaea L. ssp. Oleaster Hoffm.et Link

= O. europaea L. ssp. Sylvestris L. (Miller) Lehr
= O. europaea subsp europea var. Sylvestris (L.) (Mill.) Lehr
Olea europaea L. ssp. Sativa (’Olivier)
= O. europaea L. ssp. europaea

= O. europaea subsp europea var. Sativa (L.)

(I’Oleastre)

Sous-espece2:

2.3- Cycle de développement de ’olivier

L’olivier se distingue des autres especes fruitieres par sa trés grande longeévité pouvant
donner des arbres plusieurs fois centenaires. 1l existerait, en Algérie, a Chechar dans la
wilaya de Khenchela des oliviers qui auraient été plantés aux temps des romains et qui

continuent a produire (Benouafa, 2014).

Au cours de la vie d’un olivier, on peut distinguer 4 périodes: juvenile (1-7 ans), entrée
en production (7 a 35 ans), période adulte (35 a 150 ans) et sénescence (au-dela de 150 ans)

(www.afidol.org).

Si le tronc disparaissait par vieillissement, des rejets vont se développer a sa base et

assureront sa pérennité en redonnant un nouvel arbre.

2.4- Le fruit de Polivier : ’olive

L'olive est le fruit de ’olivier (fig.2). C’est une drupe a peau lisse, cireuse (épicarpe),
a mesocarpe charnu, riche en matiére grasse (pulpe), renfermant un noyau ligneux

(endocarpe) qui contient une graine (amandon) (fig.3).
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Figure 2: Olives de la variété Chemlal

Sa forme ovoide est typique. Sa couleur verte, vire au violet puis au noir a maturité
compléte chez la plupart des variétés. Cette maturité est atteinte entre octobre et décembre.

Selon la destination finale du fruit, on distingue trois types d’olives, a huile, de table
ou mixtes (Villa, 2003). La variété Chemlal (fig.2) est ’exemple d’olives a huile. Comme
olives de tables il y’a la variété Gordal ou Sévillane (originaire d’Espagne). Comme olives

mixtes, il y’a les variétés Sigoise, Azaradj et Bouchouk.

Epicarpe
Mésocarpe
Endocarpe

Amandon

Figure 3: Section transversale d'une olive (Source: Sansoucy, 1984)
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La composition chimique des différentes parties de I’olive est donnée dans le tableaul.

Tableau 1: Composition chimique des principales parties de I'olive

Constituants Pulpe (%) Noyau (%) | Graine (%) | Source

Eau 50,060,0 9,3 30,0

Huile 15,030,0 0,7 27,3

Matiéres azotées 2,005,00 3,40 10,20

Glucides 3,007,50 41 26,60 Azbar et al,
Cellulose brute 3,006,00 38,0 1,9 2004
Minéraux 1,002,00 4,10 15

Polyphénols 2,002,25 0,10 0,501,00

Autres composés - 3,4 24

2.5- Exigences pédoclimatiques de I’olivier

La grande rusticité de I’olivier lui permet de se développer et de fructifier sous des
conditions de climat subaride et sur des sols parfois tres pauvres (Chevalier, 1948). L’olivier

s'accommode de terrains pierreux et secs et apprecie particulierement les sols calcaires.

L'olivier craint le froid. En période de repos végétatif, I’olivier peut supporter des
températures de I’ordre de —10°C a —15°C. Avec des températures plus basses, I’olivier
pourra souffrir et geler. Selon son &ge et la profondeur de son systeme racinaire, il pourra,

par la suite, se régenérer.

L’olivier, par contre, est apte a supporter des températures élevées si I’apport en eau
est satisfaisant. Cependant des taux d’humidité ambiante élevés favorisent le développement
de certains parasites. De ce fait, la culture de I’olivier n’est pas adaptée a la proximité
immeédiate de la mer (Trabut, 1900).

LE SECTEUR OLEICOLE EN ALGERIE

En Algérie, ’olivier est emblématique des zones montagneuses du nord de I'Algérie
et des plaines de I'Oranie. En effet, 80% des vergers oléicoles algériens sont implantés dans
des régions enclavées, sur des terrains escarpés, presque inaccessibles (40% des superficies
ne sont pas du tout mécanisables) et a faible valeur agricole, mais bénéficiant d’'une moyenne
pluviométrique annuelle favorable qui se situe entre 400 et 900 mm de pluie/an (Benouafa,
2014).
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3.1- La Politique du Renouveau Agricole et Rural (PRAR)

Les rendements en huile d’olive sont assez aléatoires et fluctuent d’une année a I’autre
au gres des conditions climatiques (Hadjou et al, 2013). Pour I’année oléicole 2006/2007,
I’ Algérie a occupé la 8™ place parmi les pays producteurs d’huile d’olive, avec une
production en huile estimée a 1% de la production mondiale (Lazzeri, 2009). Durant la
campagne oléicole 2008/2009 le niveau de production s’est amélioré et a pu atteindre
108 000 T d’huile d’olive (22% de la production totale des olives) soit 5% de la production
mondiale estimée & 2 060 000 T (Benouafa, 2014).

Selon Bensemmane (2009), I’Algérie est consciente que la culture de 1’olivier peut

étre mieux développée et ne représente aujourd’hui qu’un tiers de ses capacités.

Le diagnostic de la situation globale du secteur agricole algérien entrepris en 2008 a
permis de réaliser un bilan des politiques de développement agricole menées depuis
I’indépendance (1962). Cette analyse a débouché sur la définition de la Politique du
Renouveau Agricole et Rural (PRAR). En effet, suite a ’adoption de la loi d’orientation
agricole de 2008 (loi qui apporte notamment une réponse au probleme du foncier agricole),
le Ministére de 1’Agriculture et du Développement Rural (MADR) a engagé, a partir de
2009, la PRAR, dans le but d’améliorer la sécurité alimentaire de la population algérienne,
de promouvoir un développement économique durable et d’améliorer les conditions de vie
et de travail des populations rurales. Les objectifs de production fixés, alors, a I’horizon

2014, dans les contrats de performance pour la filiere oléicole sont :

- la production de 5,5 millions de quintaux d’olive,

- Torganisation de la filiere,

- I’amélioration de la productivité et de la qualité de I’huile,

- la modernisation des unités de transformation et de stockage,

- D’extension de I’oliveraie par ’augmentation des surfaces plantées.

3.2- Les surfaces oléicoles

L’extension de 1’oléiculture sur tout le territoire algérien s’est traduite par la mise en
place d’un programme spécial pour le développement de 1’oléiculture en intensif, dans les
zones steppiques, présahariennes et sahariennes (Benouafa, 2014) et par un triplement des

plantations d’oliviers durant les dix derniéres années. En termes d’équivalents plants, entre
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2000 et 2012, le chiffre est passé de 16,8 millions de plants en 2000 a 48 millions de plants
a la fin 2012 ; on comptait déja 9 a 10 millions d’oliviers cultivés vers 1930 et qui

fournissaient chaque année 1,5 a 2 millions de quintaux d’olives (Belkessam, 2012).

En termes de superficie, I’oléiculture occupe aujourd’hui 389 000 ha environ, soit
38,70% de la surface arboricole algérienne. Sur les 1541 communes que compte 1’ Algérie,
1336 font de I’oléiculture dont 120 au sud, 351 dans les hauts plateaux, 418 en zones de

montagne et 447 dans les plaines et le littoral (Haider, 2012).

En 2013/2014, la production en olives a dépassé les objectifs de production fixés en
2008 et a atteint 5 832 885 q dont 4 029 546 q d’olives a huile et 1 803 339 q d’olives de
table (Ministére de I’ Agriculture Algérien).

La figure 4 représente la distribution actuelle des surfaces oléicoles a travers les
différentes wilayas en Algérie.
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L’oliveraie en 1999:

- 2: Chlef; 6: Bejaia, 9: Blida ; 10: Bouira ; 13:
Tlemcen ; 15: Tizi Ouzou; 18: Jijel; 19: Sétif ; 21:
Skikda; 22: Sidi-Bel-Abbés; 24: Guelma; 44: Ain-
Defla; 27: Mostaganem; 29: Mascara; 34: Borj-
Bou-Arrerij; 35: Boumerdes ; 41: Souk Ahras ; 42:
Tipaza.

[ Les nouvelles surfaces oléicoles:
3: Laghouat; 4: Oum-EIl-Bouaghi; 5: Batna; *
Biskra; 8: Bechar ; 12: Tébessa; 14: Tiaret; 1
Djelfa; 20: Saida ; 28: M’Sila; 32: El-Bayadh
39: El Oued; 40: Khenchela ; 45: Naama.)

Figure 4: Carte oléicole de I' Algérie (Source Boukhari, 2014)
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3.3- Les unités de trituration et de confiserie

En termes d’huileries, en 2008, I’ Algérie disposait d’environ 1532 huileries dont 276
a chaines continues (c.-a-d. a systéme d’extraction d’huile a trois phases) alors qu’en 1999,
elle n’en possaidait que 186 huileries de ce type (Mendil, 2009), les autres sont des huileries
traditionnelles pour la majorité (80%) et des huileries avec presse ou super-presse.
Concernant le systeme de séparation a 2 phases, utilisé surtout en Espagne, Moussouni, en

2009, a estim¢ que la discussion autour de cette question n’était pas opportune.

En 2008, il existait 225 unités de conditionnement ou confiserie pour I’olive de table,
contre 45 unités en 2002 (Mendil, 2009).

3.4- Les variétés d’oliviers en Algérie

Sur les 48 wilayas algériennes (Fig.4), trois wilayas situées au centre de I’ Algérie, a
savoir Bejaia, Tizi-Ouzou et Bouira sont réputées pour la production d’huile d’olive. Les
wilayas de Mascara et Relizane, situées a 1’ouest, sont réputées pour la production de 1’olive

de table et c’est Relizane (avec la commune de Sig) qui est 1" productrice de ce type d’olive
(Laribi, 2009).

Au centre et a I’Est prédominent les variétés Hamma (pour la confiserie), Chemlal,
Azeradj, Bouchouk, Rougette (Mitidja et Guelma) et Blanquette (de Guelma) et Limli (pour
I’extraction d’huile) ; a I’Ouest, les variétés Sigoise (locale, pour la confiserie et 1’huile) et,
Verdial, Cornicabra et Gordal (Sévillane) (originaires d’Espagne), sont les plus cultivées
(Algerie E.108/Doc. n°4, 2006).

LE SECTEUR OLEICOLE DANS LA WILAYA DE T1Z-OUZOU

4.1- Breve présentation de la wilaya

Le nom Tizi-Ouzou se traduit par « Col des genéts ». Cette appellation est due a
I’abondance du genét (arbrisseau épineux a fleurs jaunes). C’est une zone montagneuse a
pente tres forte; 80% de la superficie de la zone présente une pente supérieure a 25% (OPAT

(Service de I’Organisation de la Production et de I’Appui Technique), 2009).
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La wilaya de Tizi-Ouzou est située a 100 km a I’Est d’Alger et est limitée au Nord par
la Méditerranée, a I’Est par la wilaya de Béjaia, au Sud par la wilaya de Bouira et a I’Ouest
par la wilaya de Boumerdes (fig.4- 6).

D’une superficie de 2994 km?, la wilaya est composée de 21 dairas qui regroupent un
total de 67 communes (fig.6). Le nombre d’habitant est de 1127166 (ANDI : Agence

Nationnale de Développement de I’Investissement, 2013).

Au sud se trouve le massif du Djurdjura sur lequel se dresse le mont de Lalla Khedidja
qui culmine a 2 308 m.

Le climat de cette région releve du régime méditerranéen, sec et chaud en été, et assez

froid et humide en hiver (www.tiziouzou-dz.com).

La surface agricole utile (SAU) est de 98 721 ha (987,21 km2) et correspond a 38%
de la surface agricole totale. Le nombre d’exploitation agricoles est de 66 560 dont 95%
appartiennent au secteur prive. Soixante dix sept pourcent (77%) de ces exploitations sont
petites et ne dépasse guére les 2 ha de la SAU (OPAT, 2009).
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ville Imgortante (+ de 100 000 hab
ville notabie (- de 100 000 hab.)
e Oy

limite ce wilaya

Figure 5: Limites géographiques de la wilaya de Tizi-Ouzou

(Source : http://fr.wikipedia.org/wiki/Bibans)
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4.2- Situation de P’oléiculture

4.2.1- Variétés d’olivier et répartition spatiale

L’analyse de I’implantation de 1’oliveraie dans la wilaya de Tizi-Ouzou fait

apparaitre deux types de régions :

- les régions a faible potentiel oléicole : situées face maritime de la chaine
cotiere, et aux sommets du massif forestier du Djurdjura,

- les régions a fort peuplement d’oliviers : située sur le versant sud de la chaine
cotiere, et dans la partie basse du massif de la Grande Kabylie et les zones Sud - Ouest
de la wilaya.

En 2009, la wilaya de Tizi-Ouzou possédait 3 millions d’oliviers, répartis sur 33027
ha dont 27 757 en rapport. Cette surface représente 70% de la surface arboricole totale et
36% de la SAU.

La répartition de la surface oléicole entre les différentes communes regroupées en
dairas n’est pas homogene. Les surfaces oléicoles les plus importantes, respectivement
5179 ha et 5413 ha, se trouvent dans les dairas de Boghni et de Maatkas (Fig.6).

Les variétés d’olivier dominantes sont Chemlal pour environ 90% et Azaradj pour
les 10% restants. La variété Chemlal se présente sous forme d’un arbre robuste et rustique
d’adaptation facile au milieu. Son olive est petite et pese en moyenne 2,50 g mais donne
une huile abondante, fine et d’extraction facile (OPAT, 2009).

Les vergers d’oliviers sont en général issus de greffage d’oléastres.

4.2.2- Conduite culturale

Le verger oléicole de la wilaya de Tizi-Ouzou rencontre de nombreux problemes : il
est planté « un peu n’importe comment » (OPAT, 2009) ; I’élagage est généralement mal
fait ; la récolte des olives se fait par gaulage, ce qui détruit les nouvelles pousses; il y’a un
vieillissement de I’oliveraie (la majorité des oliviers ont plus de 70 ans); les oliviers se
situent dans des endroits enclavés, sur des reliefs accidentés, inaccessibles. Les arbres sont
généralement dispersés a travers les champs, mélangés a d’autres arbres et la culture
extensive est empirique. S’ajoutent, a tous cela, des problemes phytosanitaires (cas de la
mouche de ’olivier) (OPAT, 2009).
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4.3- Production oléicole

Dans le tableau 2 sont regroupées les productions en olives et huile d’olive pour

quelques récentes compagnes oléicoles.

Tableau 2: Productions oléicoles de la wilaya de Tizi-Ouzou

B © o N ™ <
Compagne oléicole S S S S =
N N o N o
N~ o0 — (qV] ™
o o — — —
o o o o o
N N N N N
Superficie totale (ha) 32971 33 027 33 105 33722 34 315
Superficie en rapport (ha) 27 657 27 369 28 709 28 400 28 621
Production en olives (q) 263940 | 743120 | 179230 | 506637 | 288000
Production en huile (hl) 41455 | 1354423 | 32280 90 356 49 000
Rendement en olives 9,54 27,15 6,24 17,84 10,06
(g/ha)
Rendement en huile 1,50 5,32 1,12 3,18 1,71
(hl/ha)
Rendement en huile 0,44 4,89 0,33 0,92 0,50
(g/ha)
Taux d’extraction d’huile 17 2 18%
Sources : Organisation de la Production et de I’ Appui Technique (2009); Direction des
Services Agricoles de la Wilaya de Tizi-Ouzou (2013).

Remarque : ! litre d huile pése 920 g

Les rendements en huile d’olive sont aléatoires et dépendent fortement des conditions
climatiques. Les rendements de la campagne oléicole 2007/2008 (0,44 g/ha) ont été

considérés comme catastrophiques et ceux de 2011/2012, avec 0,33 g/ha, ont été pires.

C’est en 2008/2009 que les rendements ont été considérés comme exceptionnels avec
des rendements en olives estimés a 27q d’olives/ ha, correspondant a 489 kg d’huile
d’olive/ha. Ces résultats sont dus, selon ’OPAT, a une pluviométrie qui avait coincidée
avec la période active de ’arbre (Mars a Avril) a laquelle s’étaient probablement ajoutés
les effets de repos des arbres la saison précédente (peu d’olives, par conséquent réduction

du gaulage et de 1’¢lagage).

Le rendement d’extraction de I’huile, quant a lui, a été meilleur pour 1’année
2014/2015 avec 20 litres par quintal malgré un faible rendement en olive estimé a 12-13

quintaux d’olives par hectare (Service de I’ Agriculture, wilaya de Tizi-Ouzou).
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4.4- Parc oléicole

Le parc oléicole de la wilaya de Tizi-Ouzou est composé, en 2009, de 405 huileries
dont 311 a systéme d’extraction discontinu a presse (réparties en huileries traditionnelles
avec une pression ne dépassant pas les 80 kg/cm?, des huileries classiques avec une pression
de 180 a 200 kg/cm? et des huileries équipées de super-presses avec une pression de 250 a
400kg/cm?) et 94 modernes a systéme d’extraction continu par centrifugation avec
séparateur a 3 phases (OPAT, 2009).

4.5- Les systémes d’extraction de I’huile d’olive.

La technologie d’extraction de I’huile d’olive utilisée est variable et a fait 1'objet
d'importantes modifications durant les derniéres décennies. Il existe principalement deux
procédes, un procédé en discontinu et un procédé en continu (fig.7). Ces procédés se
déroulent en deux opérations (CAR/PP, 2000), I’opération de réception et ’opération de

pressage et d’extraction.

4.5.1- Opération de réception

Communes a tous les types d’huilerie, cette opération consiste en 1’effeuillage et le
lavage des olives réceptionnees a I’huilerie; la seule différence réside dans les degrés de

perfectionnement et d’automatisation avec lequel elle est réalisée.

4.5.2- Opération de pressage et d’extraction

Les huileries ont en commun le broyage et le malaxage des olives. Les différences

résident dans le systéme de séparation des différentes phases de la pate d’olive.

Broyage : Le broyage des olives, dans le cas des huileries traditionnelles a presse,
est réalisé par des meules en pierre de granit qui tournent dans un bac dont le fond est
également en pierre. Par contre, les huileries modernes a systeme continu, utilisent des
broyeurs mécaniques a disques ou a marteaux. Ces broyeurs peuvent travailler en continu,

la pate étant obtenue presque instantanément.

Malaxage : Des raclettes raménent en permanence la pate sous les meules qui jouent
alors le réle de malaxeuses. La pate est obtenue au bout d'une demi-heure environ. Le
malaxage a pour but de réunir les gouttelettes d’huile, ce qui facilite I’extraction de I’huile

(Mouton, 2012) et optimise les rendements d’extraction (Roussos et al, 2009).
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Séparation des phases liquides et solide : La séparation des phases liquides grasse
(huile) et aqueuse (eaux de végétation ou margines) et de la phase solide (grignon ou
tourteaux ou encore marc d’olive) se fait difféeremment selon le type de systéeme utilisé

(fig.7).

4.5.2.1- Systéme discontinu a presse

Dans le cas du systéme discontinu a presse, la pate d’olive obtenue aprés malaxage,
est placée en couches d’une certaine épaisseur sur des disques en fibre de nylon (les
scourtins), eux-mémes empilés les uns sur les autres autour d'un pivot central (appelé
aiguille) monté sur un petit chariot. L'ensemble est placé sur un piston de presse
hydraulique qui permet de faire subir & la pate une pression de l'ordre de 100 kg/cm?. La
phase liquide s'écoule dans un bac. Le grignon resté sur les scourtins est ensuite récupéré

et jeté.

La récupération de I’huile se fait aprés décantation naturelle. L'huile ayant une

densité inférieure a celle de I'eau (0,920 g/litre) remonte a la surface.

4.5.2.2- Systéeme continu

Systeme continu a trois phases: apparu dans les années 70 (Chimi, 2006), la
séparation de I’huile se fait par centrifugation a I’aide d’une centrifugeuse horizontale
appelée « décanteur », qui effectue un travail en continu. Le résultat de I’opération est
I’obtention de I’huile et des deux résidus, les margines et le grignon (appelées

respectivement alpechin et orujo en Espagne) (fig. 7).

Sa consommation en eau est supérieure a celle du systéeme traditionnel avec environ
100 a 130 litres d’eau/100kg d’olive (CAR/PP, 2000)

Systeme continu a deux phases : apparu dans les années 90 en Espagne (Ramos-
Cormenzana et al, 1995, Morillo et al, 2009), ¢’est une variante du systéme a trois phases.
Ici, le décanteur sépare I’huile du mélange grignon-margines de consistance pateuse
appelée grignon humide ou grignon a 2 phases (fig.7) ou encore margion ( Roussos et al,

2009). En Espagne il est appelé alperujo.

La consommation d’eau se limite a I’eau utilisée pour laver les olives. C’est un

systéme qualifi¢ d’écologique.
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Figure 7: Les trois systémes d'extraction de I'huile d'olive
(Source: CAR/PP, 2000 (*) et Chimi, 2006)
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4.5.3- Les sous-produits de I’industrie oléicole

I1'y a deux types de sous-produits liés a I’ol€iculture, les résidus de la taille des arbres
et de la récolte des olives (grosses branches, ramilles et feuilles) et les sous produits de

I’huilerie (grignons d’olive et margines) (Sansoucy, 1984),

L’industrie ol¢icole engendre donc, en plus de I’huile comme produit principal, de
grandes quantités de sous-produits. Ces résidus représentent environ 80 % du poids des fruits
traités (Theriez & Boule, 1970).

Selon Chimi (2006), le décanteur 2 phases économise la fraction d’huile qui était perdu
dans les margines dans le systéme a presse et le systéeme 3 phases décanteur (tab. 3). Il estime
que les pertes totales en huile passe de 5-8 kg d’huile/100 kg d’olives dans le systéeme a
presse a 3-5 kg/100 kg d’olives dans le décanteur 3 phases et 2-3 kg/100 kg d’olives dans le
décanteur 2 phases. En outre, I’huile obtenue avec le systéme décanteur 2 phases est de
meilleure qualité car riche en polyphénols totaux et en ortho-diphénols qui assurent une
meilleure qualité organoleptique et une meilleure conservation (résistance a 1’oxydation), en
plus de la réduction de la consommation d’eau (tab.3).

Tableau 3: Rendements en huile d'olive et caractéristiques des sous produits obtenus avec les
différents systemes d'extraction

Détermination Systeme Décanteur Décanteur
super-presses 3 phases 2 phases
Capacité d’extraction de 1’huile en % 84,50 85,50 86,10
Grignon
Quantité (kg/100 kg d’olive) 45,50 57,50 75,50
Humidité (%) 35,50 55,40 57,30
Huile (kg/100 kg d’olives) 5,40 2,00 2,70
Margines
Volume (litres/100kg d’olives) 75,00 90,00 3,60
Huile (kg/100 kg d’olives) 2,40 1,05 0,06
Source : Chimi (2006)
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5- LE GRIGNON D’OLIVE
5.1- Définition

Le tourteau ou marc d’olive, plus communément appelé grignon d’olive, est le résidu
solide, issu de la premiere pression ou centrifugation et est constitué des pulpes et des noyaux

d’olives concassés (Nefzaoui, 1991).
5.2- Composition physique du grignon d’olive

Le grignon d’olive est constitué de la pellicule du fruit (épicarpe) et la pulpe broyée
qui contenait I’huile (mésocarpe), de la coque du noyau concassé (endocarpe) et de
I’amandon (la graine) écrasée (Theriez & Boule, 1970). La composition physique du grignon

d’olive est donnée dans le tableau 4.

Tableau 4: Caractéristiques physiques du grignon d'olive brut

. Epicarpe .
F:?Cr:'c?nn du + Endocarpe | Amandon Eau rés|_i|(;tleelle
gng Mésocarpe
Pourcentage 42,30 21,20 3 25 9,5
Source : Feretti & Scalabre, 1978

5.3- Composition chimique du grignon d’olive

La composition chimique du grignon d’olive (tab.5) dépend étroitement de la variété

d’olive, du degré de maturation des olives et du systeme employé lors de I’extraction de

I’huile d’olive (Nefzaoui, 1991).
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Tableau 5: Caractéristiques chimiques du grignon d'olive brut

Composant Pourcentage dans le grignon

Matiere Seche(MS)

(en % de Matiére Fraiche) 75-80 70 74 - -

Teneur en protéines brutes

(% MS) 5-10 - 4,66 - -

Teneur en cellulose brute

(% MS) 32-47 47,60 47,60 - -

Cellulose (% MS) — — — 33,42 34,25

Hémicellulose (% MS) — — — 22,61 12,40

Lignine (% MS) - - - 23,36

Matieres grasses (%MS) 8-15 8,10 - 4,33 3,47

Matieres minérales (%MS) 3-5 3,70 - 2,41 3,01

pH - - 5,26 - -

Source Nefzaoui Chaabane | Salhi-Mohand Djadouf et | Chemani
urc (1983;1988) | etal 1997 | Oussaid (2004) | al (2011) | (2013)

Selon Amici et al. (1991), le tamisage et le déshuilage peuvent améliorer la qualité du
grignon, néanmoins, il reste toujours pauvre en protéines, d’autant plus que selon Nefzaoui
(1983), 80 a 90 % des protéines restent non disponibles car liées a la fraction pariétale

lignocellulosique.

6- VALORISATION DU GRIGNON D’OLIVE

Les déchets de D'industrie oléicole représentent un probléme environnemental
important dans les pays du pourtour du bassin méditerranéen ou ils sont générés sur une
courte période (3 a 5 mois). Leur forte concentration en phénols, en lipides et en acides
organiques, en font des matériaux phytotoxiques (Roussos et al, 2009) mais ces déchets
contiennent également des éléments non négligeables comme la matiere organique et une
large gamme de nutriments qui peuvent étre recyclés (Ramos-Cormenzana et al, 1995, Roig
et al, 2006, Rodriguez et al, 2008).

De nombreux chercheurs (Ramos-Cormenzana et al, 1995, TDC Olive, 2004,
Fernandez-Bolafios et al, 2006, Roig et al, 2006, Morillo et al, 2009, Duarte et al, 2011,
Dermeche et al, 2013, Hamid et al, 2013) ont passé en revue les valorisations possibles des

résidus de I’industrie oléicole , synthétisées dans la figure 8.
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Figure 8: Usages et valorisations potentiels des résidus de I'industrie oléicole
(Source: Morillo et al, 2009)

Les déchets peuvent étre convertis en produits commerciaux (Laufenberg et al, 2003).
Le grignon d’olive est souvent utilisé comme combustible ou pour extraire I'huile résiduelle.
Il est également utilise, a I’état brut ou sous forme de compost, en épandages dans les
oliveraies afin de prévenir I'érosion et améliorer la qualité du sol (Zervakis et al 1996;.
Zervakis et al. 2001; Roig, 2006; Arvanitoyannis et Kassaveti, 2007; Khatib et al 2010, ,
Caputo et al, 2013, Killi & Kavdi, 2013, Nasini et al, 2013).

I1 a été également testé dans 1’alimentation des ovins (Theriez & Boule, 1970; Rouina,
1986 ; Molina & Aguilera, 1991) et dans I’alimentation des lapereaux (Ben Rayana, 1994,
Chaabane et al, 1997; Rupic et al, 1999).

Des essais d’incorporation du grignon d’olive dans la fabrication des briques (Djadouf
etal, 2011) et de tuiles en terre cuite (Chemani, 2013) dans le but d’améliorer leurs propriétés
physico-mécaniques ont été réalisés. Le grignon d’olive a été aussi utilisé dans le ciment

mortier de chaux pour améliorer l'isolation thermique (Barreca & Ficher 2013).

Le grignon d’olive a été également testé pour la fabrication du charbon actif destine

au traitement des eaux contaminées par les colorant de textiles (Akar et al, 2009, Boumaza
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et al, 2012, Kaouah et al, 2013) et par différents métaux lourd comme par exemple le fer
(Nieto et al, 2010, Hodaifa et al, 2014), les ions nitrites (Zyoud et al, 2015).

Il est également utilisé comme source de composés bioactifs (Rodriguez et al, 2008,
Esteve et al, 2015) et pour la production de bioéthanol (Cuevas et al, 2015) et de biofuel
(Sanchez, 2015).

Le grignon d’olive a été également utilisé comme substrat pour la fermentation solide
dans le but de produire des champignons comestibles (Zervakis et al, 1996; Lakhtar, 2009;
Mansour-Benamar & Chavant, 2010 ; Mansour-Benamar et al, 2010; 2013).
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Il. CAFEIER, CAFEICULTURE ET MARC DE CAFE
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1- INTRODUCTION

Le café est la deuxieme boisson la plus consommée au monde apreés le thé (Daviron
et Lerin, 1990) ; c’est une boisson populaire (Charrier, 1982), conviviale par excellence
(Huyghe, 2014), consommée a toute heure de la journée et en toute circonstance. Grace
a l’action stimulante d’un alcaloide qu’il renferme, la caféine, le café renforce la
vigilance du consommateur (Gokulakrishnan et al, 2013) et agit sur le systéme nerveux
central (Ky, 2013).

Le café aurait recu ce nom de la province de Kaffa en Ethiopie d’ou I’arbre (caféier)

est originaire (Cramer, 1957; Daviron et Lerin, 1990).

Les grains de café verts négociés sur le marché mondial sont, en fait, les graines du
caféier, récupérées a I’issue du traitement des fruits (Mussatto et al, 2011b), des drupes

rouges appelées, généralement, cerises de café (Prévot, 1964).

Le café est classé premier produit agricole d’exportation et deuxiéme, apres le pétrole,
sur le marché mondial des matieres premiéres exportées (Charrier, 1982 ; Daviron et Lerin,
1990). Cependant la production commerciale du café s’appuie sur deux espéces uniquement,
Coffea arabica Linné. et C. canephora Pierre variété robusta, alors qu’il existe une centaine
d’espéces de caféiers (Lashermes & Anthony, 2007; Jha et al, 2011).

Coffea arabica L. est couramment appelé «café arabica» ou « café d’Arabie » ou
simplement «1’ Arabica» et C. canephora var. robusta est lui aussi appelé « café robusta » ou
« le Robusta ». Costentin & Delaveau (2010) désignent C. canephora par la variété en
utilisant I’appellation «C. robusta». Le robusta est également appelé « café Congo » en

raison de son origine (le bassin du Congo en Afrique).

Contrairement a C. arabica, le caféier robusta n’a pas besoin de croitre a haute altitude,
exige moins de soins car plus rustique (d’ou son nom de robusta) ; il est moins sensible aux

parasites et aux manipulations brutales (Coste, 1989), de plus, il est plus productif (Tab.6).

L’industrie du café laisse derricre elle de nombreux résidus, la pulpe, la parche, la
pellicule argentée et en dernier lieu le marc de café. Au vue des grandes quantités produites,

ces résidus méritent, d’étre valorisés, de préférence la ou ils sont produits.
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2- BREF APERCU SUR L’HISTOIRE DU CAFEIER ET DE LA CAFEICULTURE

La premiére espéce de caféier introduite dans I’agriculture tropicale est C. arabica L.

qui était le seul type planté pendant plus d’un siécle et demi (Cramer, 1957).

C’est donc en Ethiopie, son pays d’origine que cette culture a commencé, mais des
populations sauvages de C. arabica L. ont été également signalées au Sud du Soudan et au
Nord du Kenya (Anthony et al, 1987).

L’histoire du caféier et de sa dispersion a travers le monde a été rapportée (quoique
parfois d’une maniére assez confuse, avec des dates pas toujours concordantes) par de
nombreux chercheurs, Cramer (1957), Martin (1969/70), Charrier (1982), Jeanguyot et al.
(2003), Lecolier (2006), Costentin & Delaveau (2010), Gisaro (2013,) pour ne citer que

ceux-la.

L’expansion du caféier Arabica aurait commencé par son transfert de Kaffa en
Abyssinie (actuelle Ethiopie) vers la Péninsule Arabique (Actuel Yémen) puis de la vers

d’autres pays a travers le monde.

Son introduction au Yémen se situerait au XI1Ve siecle selon Raoul & Darolles (1897)
et le secret de sa culture aurait été gardé pendant longtemps par le monde arabe qui, jusqu’a
la fin du XVIle siecle, avait maintenu le monopole sur le café en interdisant la vente des
graines (http://awedri.com/cafe/). Son expansion, a partir du Yémen n’aurait débutée qu’au
XVlle siécle.

La plupart des récits disent que les Hollandais auraient introduit le caféier arabica au
Ceylan (actuel Sri-Lanka) en 1658, puis a Java (en Indonésie) et de Java au Jardin Botanique
d’ Amsterdam en Hollande vers le début du X VIIle siécle pour Martin (1969-1970), en 1706
pour Jeanguyot et al. (2003), en 1710 pour Cramer (1957) ; et, ce serait a partir du Jardin

Botanique d’Amsterdam, que le caféier aurait été disséminé a travers le monde.

La France avait recu en 1713, un pied de caféier dont le botaniste Antoine de Jussieu
avait fait la premiere description botanique. Il ’avait appelé improprement Jasminum
arabicum laurifolia (le jasmin d’ Arabie) a cause de ses fleurs et de leur parfum qui rappellent

le jasmin d’Espagne (Costentin & Delaveau, 2010).
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En 1715, le caféier était introduit de Moka (Yémen) a I’ile de Bourbon (actuelle ile de

la Réunion) (Martin, 1969-1970).

Le caféier remis a A. de Jussieu a été multiplié puis introduit aux Antilles vers 1723
(Grandjean & Tulet, 2000). La méme année, le caféier était introduit de la Guyane vers le

Brésil (Grandjean & Tulet, 2000) et de 1a vers d’autres pays.

L’ Arabica a été introduit par les Anglais a la Jamaique en 1730, et, de la, en Amérique
centrale (Martin, 1969-1970).

A la fin du XVlIe siecle, a I’exception de I’Ethiopie et de quelques régions voisines
du lac Victoria, les régions tropicales du continent Africain, ignorait, encore, la caféiculture
(Martin, 1969-1970).

Il faut attendre la fin du XIXe siecle pour assister a I’essor de la culture d’espéces de
caféiers spontanées sur la cote occidentale de 1’Afrique et a Madagascar. Parmi elles, C.
canephora va connaitre une grande extension, non seulement dans des régions chaudes et
trés humide d’Afrique, qui ne conviennent pas a C. arabica, mais également en Indonésie
ou I’arabica était ravagé par la rouille (Martin, 1969-1970). Aujourd’hui, le Viétnam est le

premier pays producteur et exportateur de ce type de café.

Coffea canephora Pierre var robusta a été découverte pour la premiere fois dans le
bassin du Congo, au Zaire (actuelle Républiqgue Démocratique du Congo) (Gisaro, 2013) en
1898. Aujourd’hui, la variété robusta est la plus cultivé (a 95%) des varietés de C. canephora

Pierre a travers le monde (Tshilenge et al, 2009).

Son aire de répartition est variable et correspond aux régions climatiques chaudes et
humides. Elle se trouve dans les zones d’altitudes faibles et moyennes en Afrique (Cote
d’Ivoire, République démocratique du Congo, Cameroun, Ouganda, Angola, Ghana, Togo,
Madagascar, Tanzanie, et la République de I'Afrique centrale), en Extréme-Orient (Inde,
Indonésie, Philippines, Vietnam etc.) et en Océanie (Nouvelle-Calédonie, etc.) (Tshilenge et
al, 2009).
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3- IMPORTANCE ECONOMIQUE DU CAFE: PRODUCTIONS, EXPORTATIONS
ET IMPORTATIONS

La culture du caféier constitue une source de revenus vitale pour 1’économie de
nombreux pays tropicaux (plus de 70 pays). Outre le réle du caféier dans le développement
économique de ces pays, sa culture constitue un important facteur de stabilité sociale en
raison des emplois qu’elle génere (Montigaud & My, 1994). Le nombre total de personnes
vivant de la caféiculture est estimé a 125 millions (http://www.biacelli.fr/
commerceinternational). Les rendements moyens en arabica sont de 600kg/ha et ceux du
robusta 485 kg/ha (http://www.oecd.org) les rendements par arbre sont estimé a 2,5kg.

3.1- Production de café

Selon I’OIC (Organisation Internationale du Cafe) (2014), la production mondiale de
café est genéralement caractérisée par une forte instabilité avec une alternance entre une
récolte abondante et une récolte moins abondante la campagne suivante. La production
mondiale de café, en 2012/13, a atteint 145,2 millions de sacs de café, la plus importante

jamais enregistrée jusque-la. Par convention, chaque sac renferme 60 kg de café marchand,

La production totale de 1’ Arabica, au cours de cette campagne caféiere (2012/13), est
estimée a 89 millions de sacs de cafe, représentant 61,3% de la production mondiale alors
que celle de Robusta est estimée a 56,3 millions de sacs, soit 38,9% de la production
mondiale de café. L’augmentation considérable de la production de Robusta par rapport aux

années précédentes (25%) a été attribuée a I’essor de la caféiculture au Vietnam.

Pour la campagne caféiére 2013/14, le Brésil, avec 45,29% de la production mondiale,
est classé premier producteur de 1’ Arabica, suivi de la Colombie (13,82%) et de I’Ethiopie
(7,26%) (USDA, 2014). Quant au Robusta, c’est le Vietnam qui est devenu premier
producteur mondial (44,48% de la production mondiale du café Robusta), suivi par le brésil
(24,26%), I’'Indonésie (12,19%) et ’Ouganda en 4° position (4,35%).

Les productions mondiales en café Arabica étaient estimées a 87,388 millions de sacs
et celles du café robusta a 64,424 millions de sacs pour 2013/14 (USDA, 2014).

A T’exception de I’ Afrique, toutes les régions ont connu une croissance régulicre de
leur production dans le temps. Les estimations des productions mondiales de café par

continent pour la campagne 2012/13, selon I’OIC (2014), sont reprises dans le tableau 6.
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C’est I’Amérique latine (avec principalement le Brésil) qui est le plus grand producteur de

café.

Tableau 6:Estimation des quantités et pourcentage de café produit a I’échelle mondiale pour
I’année caféiére 2012/13

. Quantité produite

Continent (10° sacs de 60 kg de café) Pourcentage (%)
Afrique 16,7 115

Asie et Océanie 42,4 29,2
Amérique 86,1 59,3

- Amérique centrale et Mexique 18,50 12,74

- Amérique du sud 67,60 46,56

Total 145,2 100
Source : OIC (2014)

La place prépondérante de 1’Afrique au début des années 1960 a disparu au profit de
I’Asie et de I’ Amérique latine (http://www.oecd.org)

Sur les 70 pays producteurs de café (USDA, 2014), durant I’année caféiére 2013-2014
le Brésil s’est classé 1% producteur de café (toutes espéces confondues) avec 35,74% de la
production mondiale (152,512 millions de sacs de café), suivi par le Viétnam (19,54%).
Quant a I’Ethiopie, 1°" producteur africain, elle était en 5° position mondiale avec une

production estimée a 4,16%.

3.2- Les exportations de café

Le Bresil est également 1°" pays exportateur de café, suivi par le Viétnam avec,
respectivement, 29,19% et 24,59% des exportations mondiales de café estimées a 104,798

millions de sacs.

L’Ouganda est le premier pays africain exportateur de café et est suivi par 1I’Ethiopie.
A T’échelle mondiale des exportations de café, 1’Ouganda (3,44% des exportations
mondiales) est classé 6° et I’Ethiopie (3,14%) 8°.

3.3- Les importations de café

Pour la campagne caféiere 2013/14, les importations mondiales de café ont été
estimées a 100 146 millions de sacs. Les pays de 1’Union Européenne sont classés premiers
(44,50% des importations mondiales), suivis par les Etats Unis (24,51%). L’ Algérie, quant
a elle, est classé 7°™ parmi les pays importateurs avec un taux estimé a 2,30% des

importations mondiales.
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3.4- La consommation de café dans le monde et en Algérie

3.4.1- La consommation de café dans le monde

Le café est produit dans les pays du Sud (pays en voie de développement), mais il est
consommeé en majorité dans les pays du Nord, pays dits industrialisés qui consomment plus
des % de la production mondiale du café. Les Etats Unis sont les plus gros importateurs mais
c’est en Europe que la consommation par habitants est la plus élevée. Dans le monde, le
nombre de tasses de café bues chaque seconde est estimé a 12 000

(http://www.biacelli.fr/commerceinternational).

La lecture des consommations internes en café estimées par 'USDA (2014) pour
I’année 2013/14, classe I’'Union Européenne en téte de liste avec 29,88% de la
consommation mondiale, suivie par les Etats Unis (17,12%) puis le Brésil (14,11).
L’Ethiopie (2,19%) est classée 8° et I’ Algérie (1,63%), 11°. Le total des consommations
internes mondiales est estimé a 142,416 millions de sacs de 60kg de cafe.

3.4.2- La consommation de café en Algérie.

En Algérie, le café a une place dominante par rapport au thé. Il a éte introduit par les

Turcs ; un peu d’eau de fleur d’oranger est souvent ajoutée au café boisson (Huetz de Lemps,

2001).

L’Algérie, est considérée comme un pays grand consommateur et importateur de café
avec ses 2,30% des importations mondiales, elle est classée premiere parmi les pays africains
et Arabes. En effet selon I’Union Générale des Commercants et Artisans Algeériens
(UGCAA), I’ Algérie importe en moyenne 125 000 tonnes de café chaque année dont 95%
de café robusta et seulement 5% de café arabica. Elle importe principalement du Viétnam,
de I’Indonésie et de la Cote d’Ivoire (Mansour-Benamar et al, 2014). Selon Ennaciri Naami
(2014), I’algérien consomme 3,5 kg de café par an, le tunisien 1,5 kg, le marocain moins de

1kg (0,8-0,9kg/an), le francais 5 kg, et le scandinave détient le record avec plus de 10 kg.

Le café robusta est coté a la bourse de Londres et I'arabica a la bourse de New York

(Rabhi, 2005, http://www.comptoirs-the-cafe.com).
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4- BREF APERCU SUR LA BOTANIQUE ET LA BIOLOGIE DU CAFEIER

La qualité de la tasse de café, a savoir sa douceur, sa faible teneur en caféine, son
aréme et son godt fin, rend C. arabica L., de loin, I’espéce la plus importante, représentant
environ 60 a 70% de la production mondiale (Lecolier, 2006; Lashermes & Anthony, 2007;
Al-Murish et al, 2013).

Les cultivars actuels de C. arabica seraient tous des descendants de deux populations
initiales, la variété Typica et la variété Bourbon, provenant toutes deux du Yémen
(Lashermes & Anthony, 2007).

La variété Typica serait issue du plant rapporté du Yémen et cultivé au Jardin
Botanique d’Amsterdam, et la variété Bourbon serait un mutant issu de caféiers introduits a
I'lle de Bourbon en 1715 et 1718 (Lashermes & Anthony (2007).

C’est la descendance d’un seul caféier de type bourbon qui aurait été transférée en
Amérique (Charrier, 1982).

4.1- Les especes de cafeiers

Les caféiers forment un complexe multispécifique dont les nombreuses especes sont

toutes originaires d'Afrique et de la région Malgache (Berthaud, 1986).

A coté des deux especes qui font ’objet d’un commerce international important, a
savoir, C. arabica L. et C. canephora Pierre var. robusta, se trouve une troisieme espéce, C.
liberica Bull. ex. Hiern. (café Liberica ou café libérien ou café du Libéria), d’importance

bien moindre (moins de 1% de la production mondiale en café) (Davis et al, 2006).

Les autres especes de Coffea ne sont pas économiquement cultivées, mais I'importance
de ces espéces sauvages réside dans la grande variabilité de nombreuses caractéristiques en

particulier la résistance aux maladies, aux insectes et aux nématodes (Fazuoli et al, 2000).

4.2- Systématique du caféier

Le caféier appartient au genre Coffea qui comporte 103 especes (Davis et al, 2006),
n’offrant pas toutes le méme intérét et dont la systématique a été remaniée plusieurs fois
(Lecolier, 2006), soit pour éliminer de faux caféiers soit pour y introduire des especes

nouvellement découvertes (Martin, 1969-1970).
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Le genre Coffea a été créé par Linné en 1735 mais n’a été confirmé qu’en 1753
(Chevalier, 1942). 1l appartient a la famille des Rubiaceae qui est la famille la plus riche en
espéces dans les tropiques (Bremer et al, 1995).

Concernant C. arabica L., le qualificatif d’arabica a été jugé erroné par de nombreux
chercheurs car il s’agissait de 1’origine de 1’échantillon étudié¢ par Linné et non pas de
I’origine géographique de la plante a savoir les hauts plateaux de I’Ethiopie en Afrique
(Charrier, 1982, Costentin & Delaveau, 2010). Cependant de nombreux chercheurs ont
rapporté que c’est au Yémen que la boisson café a été initiée (Coste, 1989; Costentin &
Delaveau, 2010).

La position systématique des caféiers selon quelques travaux consultés (llly, 1967;
Cronquist, 1981; Bremer et al, 1995; Mouly, 2008; Murthy, 2011 et Murthy & Naidu, 2012,

est donnée ci-apres.

Systématique du caféier

Domaine: Eukaryota

Regne: Plantae

Sous-regne: Tracheobionta

Division: Magnolophyta

Classe: Magnolopsida

Sous-classe: Asteridae

Ordre: Rubiales ou Gentianales
Famille: Rubiaceae

Sous-famille: Coffeoideae ou IXoroideae
Tribu: Coffeeae

Sous-tribu: Coffeinae

Genre: Coffea L. (1753)

Section: Eucoffea Schum. ou Coffea
Sous section: Erhythrocoffea Chev.

Espécel:
Espéce2:

Coffea arabica L.

Coffea canephora Pierre ex Hiern (1898)
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4.3- Description du caféier

4.3.1- Appareil végétatif

A T’état sauvage, le caf€ier, se présente sous forme d’un arbuste de 4 a 6 m de haut
pour I’ Arabica, sous forme d’arbuste ou d’arbre pouvant atteindre plus de 12 m de haut pour
le Robusta et sous forme d’arbres pouvant atteindre jusqu’a 20 m pour le Liberica. A 1’état
cultive, grace aux tailles, la hauteur du caféier ne dépasse guere les 3 m (Fig.9A) (OIC,
2015). Les caractéristiques morphologiques des caféiers ont été décrites par de nombreux
chercheurs, Cramer (1957), Prévot (1964), Martin (1969-1970), Coste (1989), Lecolier
(2006), Nyabyenda (2006). L’exemple type de caféier, souvent cité, est C. arabica L.

Chez le caféier d’Arabie, le tronc est, normalement, monopodial, orthotrope, la
multicaulie est obtenue suite a une taille de formation (fig.9-A) (Nyabyenda, 2006). Par
contre le cafeier robusta est naturellement multicaule (Coste, 1989)

Les feuilles sont opposées deux a deux (fig.9-B). Elles sont simples, ovales, acuminées
et décussées. Elles sont a bords ondulés et a face supérieure luisante, légerement gaufrées
(fig.9-B). Leur longueur varie entre 10 et 15 cm et leur largeur entre 4 et 6 cm chez 1’ Arabica,

Elles sont brievement pétiolees ; il existe deux petites stipules interpetioliaires (Coste, 1989).

La face inférieure des feuilles portent des domaties ou scrobicules (petites cavités ou
vivent des acariens...) situées dans les angles formés par la nervure principale et les nervures

secondaires (Nyabyenda, 2006).
Aux aisselles des feuilles se forment deux types de bourgeons (fig.10) :

- les bourgeons axillaires ou « bourgeons sériés » des tiges orthotropes qui
donnent naissances a des axes orthotropes appelés rejet ou gourmands et

- des bourgeons extra-axillaires ou « bourgeon téte de série » qui évoluent en
rameaux plagiotropes (semi-érigés) primaires (Prévot, 1964 ; Nyabyenda, 2006).

Les bourgeons sériés sont des bourgeons dormants.
Les rameaux primaires se répartissent regulierement sur le tronc en alternant de coté a

chaque étage (Nyabyenda, 2006).

Chacun des rameaux primaires plagiotrope possede, lui aussi, a chacun de ses nceuds,
des méristemes axillaires de deux natures évoluant soit en rameaux secondaires plagiotropes

soit en boutons floraux (Lecolier, 2006).
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Figure 9 : Cafeier multicaule (A) ; Feuilles de Coffea canephora Pierre var. robusta (B)

(Source : http://www.snv.jussieu.fr/bmedia/Fruits/cafe.htm)
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Figure 10: Représentation schématique des bourgeons chez le caféier
(Source : www.afd-Id.org)

Les rameaux ou branches secondaires peuvent a leur tour donner naissance a des
rameaux tertiaires et ainsi de suite (Nyabyenda, 2006). Les branches primaires ont la
particularité de ne pas se renouveler quand elles se cassent contrairement aux branches
secondaires (Huyghe, 2014 ; Lecolier, 2006).

La hauteur du tronc et I’intensité de ramification dépend de I’espéce (Lecolier, 2006).

Le systéme racinaire est composé d’un pivot souvent multifide, de 0,50 &4 0,70 m. Les
racines axiales, qui assurent la nutrition en eau de la plante, partent du pivot. Un réseau
superficiel de racines latérales explore le sol sur une profondeur de 0,10 a 0,30 et assure la
nutrition en minéraux (CIRAD, 2009, Haler, 2013).
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4.3.2- Fleur, fruit et graine

Selon Nyabyenda (2006), la destination normale des bourgeons axillaires formés sur
les rameaux est de développer des boutons floraux. Les premiers boutons floraux

apparaissent a la 3° ou 4° année de vie du caféier. Ils restent en attente avant de s’ouvrir.

Dans les climats ou alternent saisons séches et saisons humides, la pluie est le facteur
déclenchant de la floraison. Les fleurs initiées en fin de saison des pluies restent en boutons
dormants pendant la saison séche et s’épanouissent au début de la saison de pluie suivante.
Les arbres se couvrent alors de guirlandes de fleurs blanches a parfum jasminé, courtement
pédicellées (Prévot, 1964).

Les fleurs sont bisexuées (Fig. 11-A) et sont de type 5. Le périanthe est a calice tres
court, gamosépales et a corolle gamopétale formant un tube s’épanouissant en cinq a six
lobes étroits. Chez Robusta il y a six pétales et chez I’ Arabica cinq (Haler, 2013). Les cinq
étamines adherent aux pétales par leurs filets. L’ovaire infére, formé par deux carpelles

soudés, est surmonté d’un long style terminé par 2 stigmates.

Les fleurs sont groupées a I’aisselle des paires de feuilles en cyme de 2 a 3, constituant
des glomérules de 8 a 15 fleurs chez I’ Arabica (Fig.11B) (Coste, 1989) et 20 a 30 fleurs chez
le Robusta (Illy, 1967).

La floraison dure 24 a 48 heures (Nyabyenda, 2006). Elle est basifuge sur I’arbre,
centrifuge sur les rameaux et basipéte sur chaque inflorescence (Rabechault & Cambrony,
1964).

Le maximum de productivité est atteint a 1’age de 5 ans (Tab.7) et dure en moyenne
25 a 30 ans (Costentin & Delaveau, 2010 ; Gisaro, 2013).

Pendant la phase de productivite, les périodes de croissance et de floraison alternent

ou se superposent selon les climats ou les especes de caféiers (Prévot, 1964).

Une ou plusieurs productions florales peuvent avoir lieu la méme année (Costentin &
Delaveau, 2010).

Coffea arabica est tétraploide (Tab.7). Il est auto-compatible et se reproduit
principalement par autofécondation qui se produit dans environ 90% des fleurs (Fazuoli et
al, 2000).
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Coffea canephora et les autres especes connues du genre Coffea sont diploide (Tab.7)
et auto-incompatible et se reproduisent exclusivement par fertilisation croisée (Berthaud,
1980 ; Fazuoli et al, 2000).

Aprés la fécondation, 1’ovaire, bicarpellé et biloculé, avec un ovule par locule, évolue
en drupe (Fig.11-C-F), la cerise de café (Prévot, 1967). Cette derniere est de forme ovoide a
subglobuleuse, verte puis rouge a maturité et mesurant (1,01,5) x (1,61,8) cm (Coste, 1989).
Les ovules fécondés évoluent quant a eux en graines (fig.11-G et H).

La maturation des drupes nécessite 6 a 12 mois selon I’espéce (Tab.7).

On distingue, successivement, de I’extérieur vers I’intérieur de la cerise de caféier, les
couches de tissus suivantes (Houessou, 2007 ; Costentin & Delaveau, 2010 ; Gisaro, 2013)
(Fig.11-E etF) :

- I’épicarpe ou peau, lisse, trés résistante et rouge,

- le mésocarpe ou pulpe, blanchatre, riche en glucides et en pectines mais surtout
eneau (70 a 85% du poids mésocarpe). Le mesocarpe représente, selon les especes, entre
40 et 65% du poids du fruit,

- P’endocarpe ou parche ou encore parchemin est la partie interne du fruit,
scléreuse et dure

- deux graines, appelées feves, qui deviendront les grains de café vert. Situées a
I’intérieur de 1’endocarpe (parche), chaque graine est formée par un albumen corné et
I’embryon. La graine est entourée par le tégument séminal qui forme la pellicule argentée.

Les graines, appelées généralement feve de café, présentent un sillon ventral
caractéristique, assez rectiligne chez le Robusta et plus sinueux chez 1’ Arabica (Fig.11- E,
G et H). Quand I'un des ovules avorte, le grain qui reste devient arrondi et s’appelle

« caracoli.

Les graines ont la faculté de germer immédiatement, sans dormance, mais leur pouvoir

germinatif est de courte durée (Prévot, 1964).

La production moyenne par année et par arbre est de 2,5 kg de cerises soit 500
grammes de café vert (www.malongo.com/fr/public/culture.html;

www.malongo.com/valeurs/)
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peéricarpe
parche

tégument
(pellicule)

graine

embryon

Figure 11: Fleurs, fruits et graines de caféiers :

: Fleur de Coffea arabica L. (A et B, Source : http://www.afd.be/~plant-ch/cafeier/sexualit/FLecafe.htm)
: Glomérules de fleurs de Coffea arabica L. (B)

: Cerises de caféier a différents stades de maturation,

: Cerise de caféier fraiche (& gauche) et cerise séchée ou café coque (a droite).

: Glomérules de cerises de caféiers avec cerise ouverte montrant les 2 féves enveloppées par le
péricarpe et la parche

F : Schéma d'une coupe longitudinale d'une cerise de caféier

G : Feves ou grains de café Arabica

H: Féves ou grains de café Robusta

(C aH, Source: http://www.snv.jussieu.fr/bmedia/fruits/café.htm)

mooOw>
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Le caféier peut étre obtenu a partir de semences (graines), de boutures ou de greffes
(Rabechault & Cambrony, 1964).

Le tableau 7 synthétise quelques caractéristiques de C. arabica comparativement a
celles de C. canephora Pierre var. robusta.

Tableau 7: Quelques caractéristiques de Coffea arabica L. et C. canephora Pierre var. robusta

Caractere caféier Arabica caféier Robusta Source
:?ate ‘de description de 1753 1895 CI0, 2015
espece
Geénotype (nombre de 44 29 CIO (2015)
chromosomes)
Altitude optimale exigée 1000-2000 m 0-700 m CIO (2015)
Climat Tropical tempéré Equatorial Martin (1969-1970)
*% i _
Températures moyennes 20-25°C 24 -26 °C** Hlly (1967), Martin (1969

1970)

Limites géographiques

10¢ parallele Nord et
Sud

24¢ parallele Nord
et Sud

Gisaro (2013)

Hauteur a 1’état sauvage 5-6m 10-12m Coste (1989)
Hauteur a 1’état cultivé 2-3m Gisaro (2013)
Racines Profondes Superficielles Nyabyenda (2006)
Nombre de tiges Unicaule Multicaule Coste (1989)
Croissance Moins vigoureuse Plus vigoureuse Nyabyenda (2006)

Taille des feuilles

(10-15) x (4-6) cm

(20-35)x (8-15)
cm

Coste (1989) ; *(Lim, 2013).

Age moyen de début de

; 3ans Gisaro (2013)
production
qu de production 5-6 ans Gisaro (2013)
maximale
Durée de vie (B, 2013) 25 a50ans Gisaro (2013)
Reproduction Autogame Allogame Coste (1989)
T TRATT - -
Floraison apres .1 plyle apres !:Iqra|sgn Nyabyenda (2006)
la période seche irréguliére
Nombre de fleurs par o .
glomérule (8-15) (20-30) Coste (1989) ; **(llly, 1967).
Dela|.e,ntre ror_alson e_t 6-8 mois 9-11 mois Gisaro, 2013
maturité des fruits (cerises)
Tiennent
Les cerises de café Tombent facilement fermement sur les | Nyabyenda (2006)
branches
Forme et taille des féves de | Volumineuses et Courtes et
) ) : Iy (1967)
café allongées arrondies
Couleur des féves de café Vert- Bleu Jaunatre Costentin & Delaveau (2010)
Caracoli (%) 5-10 20-30 Iy (1967)
Rendement (kg grains/ha) 1500-2500 2300-4000 CIO (2015)
Teneur en caféine des 0,7-2,2 1,5-3,0 Charrier & Berthaud (1975)

grains (% MS)

Arbme Doux, parfumé, fruité | Intense, corsé

Acidité Acide Moins acide

Corps Moyen Puissant ClO (2015)

Tasse (Robe) Claire Foncée

Résistance aux intempéries | Fragile Robuste Gisaro (2013)
Sensibilité aux maladies Plus sensible Plus résistant Nyabyenda (2006)
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Caractére caféier Arabica caféier Robusta Source
Rouille Hemileia vastatrix . -

Berk et Br Sensible Résistant Dadant (1954)
Koleroga (Corticium

(Pellicularia) koleroga Sensible Tolérant Dadant (1954)
( Cke ) Hoehn)

Nématodes Sensible Résistant ClO (2015)
Tracheomycose (Fusarium | pocieiant Sensible CIO (2015)
xylorioides)

Anthracnose des baies

(Colletotrichum coffeanum | Sensible Résistant CIO (2015); Muller (1983)
Noack)

5- MODES DE TRAITEMENT ET DE PREPARATION DU CAFE

5.1- La récolte des cerises de café

Le moment de la récolte varie selon le continent, le pays, la situation géographique, le

climat et I’altitude de la région de culture (Procafe, 2015) :

- Au Brésil, principale région de culture, la cueillette a lieu de Mai a Septembre
- En Amérique centrale, d’Octobre a Mars
- En Afrique, les principales récoltes ont lieu entre Octobre et Avril

- En Asie de Novembre a Auvril.

Dans les pays situés sous ’Equateur (Kenya, Ouganda, Colombie, etc.), il y a deux
saisons de récolte par année (http://www.toutsurlecafe.fr/culture/p6.htm). La cueillette des
fruits dure plusieurs mois, et, de maniére générale, elle est manuelle et se fait soit par picking

ou stripping (http://www.boitearecettes.com/cafe/recolte.htm):

- Le picking ou ""cueillette sélective™ consiste a ramasser une a une, au fur et a
mesure de leur maturité complete, les cerises de café. La fréquence des passages
varie d’un pays a I’autre, par exemple au Kenya, 7 par an.

- Lestripping (extraction) est appliqué dans des plantations produisant des grains
café de qualité moindre. Il faut attendre qu’il y ait une majorité de cerises mires
pour faire toute la récolte en une seule fois. En faisant coulisser la main sur le
rameau, de haut en bas ; tout est arraché: feuilles, fleurs, cerises vertes
immatures, cerises rouges mdres, cerises noires trop mdres.

Les cerises immatures augmentent ’amertume du café, tandis que celles trop mires

conferent a celui-ci un goQt acre et désagréable (Houessou, 2007).
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5.2- Traitement des cerises de café

Les cerise de café récoltées sélectivement (picking) sont généralement traitées selon
la technique humide, les grains de café obtenus sont appelé café lavés et sont presque
toujours des Arabica de qualité supérieure. Le traitement par voie humide intensifie I’aréme
du café¢ en réduisant son amertume. C’est un traitement long et colteux appliqué
exclusivement aux fruits mdrs. Les cerises recueillies par stripping sont traitées par la
technique dite séche. Les grains de café obtenus sont appelés café non lavé. La méthode
séche est plus ancienne et plus simple que la méthode humide, mais ses résultats sont moins
performants. Les cerises séchées ne contiennent plus que 12 % d’humidité environ
(Houessou, 2007).

Les successions des différentes étapes de chacune des techniques sont schématisée
dans la figure 12.

Le cafe vert est trie de nouveau, calibré puis mis en sac (de jute), géneralement de
60kg, prét a ’exportation. Le café vert peut étre torréfie sur place mais il est préférable qu’il
le soit dans les pays consommateurs, afin de conserver la qualité des grains. Plus le café est

torréfié proche de sa consommation, dans le temps et dans 1’espace, meilleure en est sa

qualite.

La graine de cafeier ou café vert, séchée, privée de téguments, figure dans la
pharmacopée francaise. La drupe est appelée café en cerise, débarrassée de 1’épicarpe et du
mésocarpe, c’est le café en parche et réduit a I’amande, c’est le café en grain ou café
marchand (Roux & Catier, 2007).
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péricarpe
. parche

tegument
(pellicule)

—— graine

- embryon

[ Cerise de caféier mQre ]

VOIE HUMIDE

v

Trempage dans de 1’eau
(10 I/kg de cerises)

<

Dépulpage par dilacération de la pulpe par
jet d’eau ou appareil de friction

- =

Démucilagination aprés fermentation
pendant 12 a 36h dans des cuves en béton

- =

Lavage énergique des graines
a contrecourant

L
Séchage
L

< cCaféeparche >

<

| Déparchage |
<

| Polissage |
<

| Triage |

< Cafévertlave >

N

Séparation des cerises
mdres et immatures dans un
minimum d’eau

VOIE SECHE

C

Séchage

Café coque
ou café cerise

@'@

Décorticage

s

Triage

Café vert nature

i

Figure 12: Techniques d’extraction des graines de caféier

(Source : Charrier. 1982 : Costentin & Delaveau. 2010))
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5.3- La torréfaction

Avant de pouvoir utiliser les grains de café pour préparer le café boisson, ceux-ci
doivent étre torréfiés. Ce sont les arabes qui ont découvert le processus de torréfaction au
14° siécle (http://sites.estvideo.net/cafe/preparation.html).

Les grains de café verts n'ont ni ardme ni saveur. Au cours de la torréfaction ils vont
subir des modifications profondes de leur composition chimique (Tab.8) (Costentin et
Delaveau, 2010). Parallelement d’importantes modifications morphologiques (forme,
volume, couleur, perte de poids (Fig.13) se produisent (Houessou en 2007).

La torréfaction est un processus de pyrolyse (llly, 2002). Elle consiste a faire griller
les grains de café verts pour obtenir des grains de café torréfies, de couleur brune (Fig.13)
et parfumés, renfermant plus de 950 molécules aromatiques (Farah, 2012).

Figure 13 Grains de café vert (A) et torréfiés (B)

(Source : http://www.pur-cafe.com/torrefaction-du-cafe_info=45.html)

Une torréfaction de courte durée donnera un café acide, alors qu'une torréfaction plus

longue permet de gagner en amertume (http://sites.estvideo.net/cafe/preparation.html).

La torréfaction peut étre légere, moyenne, complete ou poussée. Une torréfaction
Iégere est réservée aux grains de meilleure qualité car elle préserve leur goQt original et
permet d’obtenir un gott léger. Une torréfaction moyenne permet d’obtenir un corps plus
intense et un niveau d’acidité plus faible avec des grains plus foncés.Une torréfaction
complete donne un café plus foncee et plus corsé. Elle permet, d’obtenir un aréme bien

développe;
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Une torréfaction poussée permet d’obtenir des grains caramélisés, noirs et huileux et

donne un café presque noir avec une saveur fumé-sucré plus amere.

La torréfaction se fait en trois phases successives : le séchage, la torréfaction et le
refroidissement (Houessou, 2007).

5.3.1- Le séchage

Le séchage a lieu a des températures inférieures a 150160°C. D’abord le grain absorbe
de I’énergie, perd de I’eau et gonfle (double de volume) sous I’effet de la pression des gaz
produits a 'intérieur du grain (principalement de la vapeur d’eau et du dioxyde de carbone,
mais également des produits de pyrolyse alors que sa masse diminue (perte de gaz et de
substances volatiles), ce qui a pour conséquence une diminution de la densité du grain). Les

grains de café passent de la couleur verte au jaune.

5.3.2- La torréfaction

La torréfaction est une phase exothermique, avec des températures comprises entre
150°C et 260°C. Elle correspond aux réactions chimiques de degradation et de
polymérisation des précurseurs d’ar6mes. En géneral, la torréfaction est menée entre 200 et

250°C pendant 0,75 min a 25 min, selon le degré de torréfaction souhaité.

Au cours de cette phase, le grain subit d’importantes modifications, tant physiques que
chimiques. De grandes quantités de dioxyde de carbone, d’eau et de substances volatiles sont

éliminees et le grain devient marron (fig.13, tab.8).
5.3.3- Le refroidissement
Le refroidissement est une étape indispensable pour éviter de brdler le grain de café.

Dans certains cas, du sucre peut étre ajouté au café avant la torréfaction, afin d’obtenir

un cafeé torréfié plus amer et plus foncé.
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Tableau 8: Composition chimique des grains de café verts et torréfiés de
Coffea arabica L. et C. canephora Pierre var. robusta (en % matiére séche)

Espece de caféier

Composé Arabica Robusta

Vert Torréfié Vert Torréfié
Humidité
(% matiére fraiche) 8-10 0-4 8-10 0-4
Caféine 0,6-1,2 ~1 1,6-24 ~2,0
Trigonelline 09-12 05-1 0,6-0,75 | 0,3-0,6
Acides aminés libres 05-20 0 0,5-0,8 0
Protéines 11-13 13-15 11 -13 13-15
Glucides 55 — 66 24 -39 40-55 -
Lipides 12 -18 14,5-20,0 9-13 11-16
Acides phénols 55-8,0 1,2-23 7,0-10,0 | 3,9-4,6
Minéraux 3,0-4.2 44-45 4,5 4,7
Mélanoidines 0 25 0 25
Acides humiques 0 16 -17 0 16 - 17
Source : Brach & Peter (1999); Costentin & Delaveau (2010); Haler (2013)

La torréfaction est un processus qui augment la complexité chimique du café (llly,
2002). Selon le Comité Francgais du café, en dehors de la diminution de la teneur en eau, la
perte a la torréfaction (12 a 20%) est due a des changements chimiques importants, a savoir
la dégradation et la polymérisation de certains composés des feves de café, protéines, sucres,

acides, alcaloides, etc.

Selon Houessou (2007), la caféine ainsi que les acides gras et les substances minerales
sont peu affectés par la torréfaction, alors que selon la Comité Francais du Café, 10% de la
caféine est détruite par la torréfaction. Cette perte est dautant plus importante que la

torréfaction est pousseée.

La caféine est un métabolite secondaire de grand intérét dans la production de café en
raison de son impact sur la qualité de la boisson (son accumulation dans les grains de café
verts augmente I'amertume de la boisson). Il est principalement connu pour influencer le
systéme nerveux central, en particulier a I'égard de I'insomnie. Néanmoins, des études
récentes signalent également les propriétés bénéfiques de doses modeérées de caféine
concernant "I’ Alzheimer" et la maladie de Parkinson, le diabéte de type 2 et de nombreux

cancers (Ky et al, 2013).

Quant a la trigonelline, elle diminue fortement. C’est un alcaloide qui est fortement
dégradée (70% a 100%) et ses produits de dégradation participent au développement de

I'ardme du café. Elle serait décomposée en acide nicotinique (vitamine PP ou niacine), en
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pyridines et en substances aromatiques (comme les furanes, les pyrazines...). L’acide
nicotinique (vitamine PP ou niacine) augmente alors que les vitamines B1 et C sont détruites.

L’acidité du café diminue, le pH passe de 5,5 a 6.

Les acides participent de maniére active au développement de I'aréme et du godt du
café. Leur teneur est variable. Les acides volatiles (acides formique, acétique, etc.) se
développent a la torréfaction a des températures comprises entre 160°C et 190°C, par contre
les acides non volatiles (acides lactique, oxalique, tartrique, citrique, etc.) sont dégradés en
fonction du degré de torréfaction. Les acides chlorogéniques (principale source de
polyphénols dans le café) sont partiellement dégradés pour donner divers dérivés du phénol
(particulierement I’acide caféique et ’acide quinique) et participent eux aussi a la formation

de I’ardme caractéristique du café, a son godt et a son astringence.

Les protéines contenues dans les feves de café vert sont dénaturées rapidement par la
chaleur et se décomposent en acides aminés. 11 y’a perte de 20 a 40% des acides aminés. Ils
sont soit degradés (pour les acides aminés thermosensibles), soit participent aux réactions

de Maillard avec les sucres pour donner des composés aromatiques.

Il y’a diminution de 20 a 37% des glucides présents dans le café vert suite a leur
dégradation. La torréfaction va induire des réactions de déepolymérisation, de modification
structurale ou de condensation avec des protéines ou des acides aminés pour former des
mélanoidines et des substances aromatiques via la réaction de Maillard ; il se forme
également des produits de pyrolyse. Les sucres simples (4% a 8%) disparaissent
complétement soit par dégradation soit en participant a la réaction de Maillard. Les
polysaccharides (45% a 55%) se dégradent pendant la torréfaction en donnant des substances
solubles dans l'eau. Par contre les teneurs en cellulose et en hémicellulose (fibres) restent

pratiquement inchangées.

La teneur en lipides est plus élevée dans le café torréfié par rapport au café vert, et il
y en a beaucoup plus chez I’ Arabica que chez le Robusta. La torréfaction n’a aucune action
sur les acides gras du café : Dans la fraction insaponifiable, on retrouve la méme composition
en acides gras que chez le café vert, par contre il y’a perte, au cours de la torréfaction,
d’environ 15% du cafestol et du kahweol, diterpénes estérifiés spécifiques au cafg,
généralement liés aux triglycérides et faisant partie la fraction insaponifiable (Houessou,
2007).

53



PARTIE A- SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

5.4- La production du café moulu et de sa boisson

5.4.1- La mouture des grains

La mouture consiste a moudre les grains de cafés torréfiés. Au cours de la mouture, le
dioxyde de carbone inclus dans le grain de café s’échappe. Bien que réalisée parfois chez le
consommateur, elle est plus fréquemment réalisée de maniére industrielle. Dans ce cas, le

café moulu doit étre emballé treés rapidement afin d’éviter toute oxydation et perte d’ardmes.

Houessou (2007) et Haler (2013) rapportent que les grains de cafés torréfiés doivent
étre moulus a une granulométrie précise et trés homogene, ni trop fine, ni trop grosse, pour
que I’eau chaude puisse entrainer le maximum de composés aromatiques et de caféine. Une
mouture trop grossiére laisse 1’eau filtrer trop rapidement et donne un café boisson a saveur
fade, sans ardmes, et, a I’inverse, avec une mouture trop fine, ’opération est lente, et I’eau
entraine des particules qui se déposent au fond de la tasse, ce qui donne un café boisson
boueux et acre. C’est donc entre ces deux extrémes de mouture que se situe la gamme de
degrés de finesse qui convient le mieux a chaque type d’appareil de préparation du café
boisson. En général, une mouture moyenne est employée pour les cafetiéres a filtre, une
mouture fine pour les appareils a dépression, une mouture plus fine et tassée pour les

percolateurs (café expresso), et une mouture ultra-fine pour le café a la turque.

5.4.2- La préparation du café boisson

On déenombre six modes de préparation du café (tab.9) chacun conférant a la boisson
obtenue des propriétés organoleptiques et des compositions bien distinctes (le café

instantané constitue un cas particulier bien spécifique).

Tableau 9: Mouture a choisir en fonction de la méthode de préparation du café boisson

Méthode de préparation Mouture
Décoction ou café a la turque Extra fine
Expresso Tres fine
A T’italienne a pression de vapeur Fine

A filtre Moyenne
A dépression de type Cona Moyenne
A piston Grosse
Source : Haler (2013).
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5.4.3- Fabrication du café instantané

Presque 50% du café produit a I’échelle mondiale est destinée a la préparation du café
instantané ou café soluble (Ballesteros et al, 2014). Le café soluble est plus connu sous son
nom commercial de Nescafé (Nescafé est commercialisé par le groupe agro-alimentaire

suisse Nestlé).

En 2011, Mussatto et ses collaborateurs ont estimé a 6 millions de tonnes de marc de
café généré par ce type de café alors que la torréfaction a généré la pellicule argenté en
quantité estimée a 4,2% (poids/poids) des grains de café verts. La fabrication du café soluble
repose sur le principe de dessiccation du café obtenue par infusion. La poudre obtenue (ou
café soluble) permet de reconstituer la boisson par simple dissolution dans 1’eau. Une tonne

de café vert donne 240kg de café soluble (Martin, 1969-1970).

5.4.4- Les résidus de I’industrie du café

La préparation du café boisson ne met a profit que 5,8% du poids de la cerise de cafe
fraiche ; les 94,2% restants sont constitués par 1’eau et les produits des procédés utilisés pour
récupérer le cafe torréfié a savoir la pulpe, le mucilage (les pectines) et la parche, dans le cas
d’un traitement par voie humide (Perraud-Gaime, 1995) par contre dans le cas d’un
traitement par voie seche, les résidus obtenus sont la coque des cerises séchées et le marc de

café.

Les rendements finaux moyens en café marchands s’élevent a 20% pour des deux
especes de caféiers, Arabica et Robusta et pour les deux types de traitement des cerises
(Bressani, 1978).

LE MARC DE CAFE
6.1- Définition

Le marc de café (fig.14) est le résidu de la consommation du café soluble obtenu
aprés torréfaction des grains de café marchands, aprés mouture et extraction a 1’eau

bouillante ou a la vapeur d’eau. Il représente selon Barbera (1965) les 3/5 du café vert.
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Figure 14:Café en poudre (A), marc de café séché (B), marc de café frais (C)

6.2- Composition chimique

Les polysaccharides sont des éléments les plus abondants dans le marc de café
(Mussato et al, 2011a ; Ballesteros et al, 2014). 11 s’agit de cellulose, d'hémicellulose et de
lignine (Tab.10).

Tableau 10: Composition chimique du marc de café

Composé chimique Quantité (g/100g de matiere seche)
Cellulose 12,40
Hémicellulose 39,90
Lignine 23,90
Protéines 17,44
Lipides 2,29
Azote (N) 2,79
Carbone (C) 47,18
CIN 16,91
Cendres 1,30
Source : Ballesteros et al (2014)

Il est relativement riche en protéines mais sa richesse en lignine peut constituer un

facteur limitant pour son exploitation.

6.3- Valorisation du marc de café

Au vue des quantités produites chaque année, ¢’est une nécessité de trouver un moyen
de faire du marc de café un produit a valeur ajoutée. Selon Pujol et al (2013), la richesse en
acides gras, lignine, cellulose, hémicellulose et autres polysaccharides du marc de café est

un atout, et offre de nombreuses possibilités de valorisation du marc de café.
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De nombreuses études ont été menées pour donner une valeur commerciale pour le
marc de café, comme charbon actif et biosorbant pour I'enlévement des xénobiotiques
(Benrachedi 2001; Abdebaki, 2010 ; Safaric et al, 2012), comme source d'antioxydants
(Pujol et al, 2013), comme engrais organique (Cruz, 2012 ; Gomes et al, 2013), pour la
production de biodiesel (Ammerlaan et al, 2012 ; Caetano et al, 2012) et la production de
champignons comestibles (Wong & Wang, 1991; Mansour-Benamar et al, 2007 ; 2014 ;
Ammerlaan et al, 2012).

Sachant que le marc de café représentent 3/5° des grains de café vert (Barbera, 1965),
I'Algérie produit annuellement 75 000 tonnes de marc de café qui sont généralement jetés a

la poubelle.
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1- BREF APERCU SUR LA BOTANIQUE ET LA BIOLOGIE DES CEREALES

La paille est un coproduit des cultures de céréales (Zeitoun, 2011). Les deux
principales céréales sont le blé et le riz ; les autres céréales comme le mais, I’orge, le sorgho,
le seigle, ’avoine et le millet, sont considérées comme des céréales secondaires. Environ 3/5

des céréales secondaires servent a I’alimentation animale (FAO, Agriculture mondiale :

horizon 2015-2030).

Les céréales constituent toujours, de loin, la ressource alimentaire la plus importante
au monde, & la fois pour la consommation humaine directe et indirecte en tant qu’intrant

pour la production animale (FAO, Agriculture mondiale : horizon 2015-2030).

1.1- Systématique du blé et de ’orge (Cronquis, 1981 ; APGIII, 2009)

Regne : Plantae

Sous-regne : Tracheobionta

Division : Magnolophyta

Classe : Liliopsida

Sous-classe : Commelinidae

Ordre : Cyperales ou Poales ou Glumiflorae
Famille : Gramineae ou Poaceae

Sous-famille :  Pooideae

Tribu : Triticeae

Sous-tribul : Triticinae Sous-tribu2 : Hordeinae
Genre: Triticum L. (1753) Genre : Hordeum
Espécel: Triticum aestivum L.  Espece : Hordeum vulgare L.
Espéce2: Triticum durum Desf.

1.2- Description d’une graminée ou Poacée

Le blé et I’orge sont des Monocotylédones de la famille des Gramineae ou Poaceae

appartenant au genre Triticum pour le blé et Hordeum pour ’orge.

Les Graminées ou Poaceae sont généralement des plantes herbacées, annuelles ou
vivaces par un rhizome. La tige est creuse et forme un chaume; les feuilles sont rubanées,
distiques et ligulées (fig.15). Les inflorescences sont des épillets uniflores (orge) ou
multiflores (blé) (fig.16), protégés par 2 glumes et groupés en épis (pour le blé et I’orge) ou
en panicules. Chaque fleur est entourée par 2 glumelles et 2 glumellules et comprend 3
étamines médifixes et 3 carpelles formant un ovaire uniloculaire, a 1 ovule anatrope,

surmonté de 2 stigmates plumeux. Le fruit, un caryopse, est sec et indéhiscent. Il renferme
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un embryon extraire et un albumen amylacé et une assise protéique (couche d’aleurone)

(Deysson, 1979).

Jeune tige verticale

grain syast germé

limbe d'une feuille i nervures paralleles

tige verticale creuse adulte : chanme

calre-oocnd creus

- -
- -
--nc__-
-~ -
-

Coupe longitudinale
de la tige a0 niveau
d'un ncend

tige horizontale ea contact avee k sol

Figure 15: Appareil végétatif d'une céréale, le blé
(Source Clerget, 2011)
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o Paleole

0 Lemme

o Sa fleuron

o Ga fleuron

0 Fleuron quoatlemaire I
O Fleuron mcondu; \
€@ Freuvon tortiaire

o Fleuron primaire

o Glume

Anatomic d'un epillet -
el des fleurons de blé

Figure 16: Un épi de blé

(Source: http://www.cropscience.bayer.ca)

Les céréales sont autogames sauf le seigle.

La distinction fondamentale entre un blé et une orge est que le blé n'a qu'un épillet (a
plusieurs grains) alternativement a chaque étage du rachis de I'épi, alors que I'orge en a trois
(@ un seul grain) (Chauvet, 2013). Cela confére la morphologie « orge a 6 rangs » ou
escourgeon, dit orge d'hiver ou Hordeum hexastichon L. (orge hexastique) (Gallais &
Bannecot, 1992) ; lorsque les épillets latéraux sont réduits a des vestiges (glumes et
glumelles sans grains), c’est la morphologie classique de 1’orge a 2 rangs, ou paumelle, ou

encore Hordeum distichon L. (fig.17 et18) qui prévaut.
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Figure 17: Epillets d'orge a 2 rangs (a gauche) et a 6 rangs (a droite)
(Source; Marc, 2010)

Figure 18: Epis d'orge & 2 rangs (Hordeum distichum L.) et & 6 rangs (Hordeum hexastichum L..)

(Source : http://www.wikiwand.com/fr/Escourgeon)

On distingue par ailleurs des orges de printemps, semes en Février —Mars et les orges

d’hivers semés en OctobreNovembre et qui necessitent la vernalisation (Runavot, 2011).
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2- QUELQUES GENERALITES SUR LE BLE ET L’ORGE

2.1- Origine du blé et de I’orge

2.1.1- Origine du ble

Le mot «Blé» est un terme générique qui désigne, a la fois plusieurs céréales

appartenant au genre Triticum et le caryopse produit par ces plantes.

A l'origine méme de l'agriculture, le blé est, aprés des millénaires, la premiére plante

cultivée au monde et I'aliment de base du tiers de la population mondiale (CNRS, 2011).

Originaires du Moyen-Orient, les différentes espéces de blé (Triticum et Aegilops) ont

subi au cours des siecles des transformations qui les ont fait passer de I'état de plantes

sauvages a celui d'espéces cultivées. Actuellement, deux especes de blé sont principalement
cultivées (Clerget, 2011) :

le blé commun ou blé tendre (Triticum aestivum L.), riche en amidon, employé
pour le pain et cultivé un peu partout dans les régions tempérées,

le blé dur (Triticum turgidum L. subsp. durum (Desf.) appelée aussi Triticum
durum Desf.) utilisé pour les pates car riche en amidon et en gluten et cultivé
dans des zones plus chaudes et plus seches

Elles ont été générées par des événements de polyploidisation intervenus suite a des
croisements entre especes ancestrales:

Le premier événement, daté d’il y’a environ 500 000 ans, implique deux
especes diploides présentant 7 paires de chromosomes, Triticum urtatu (génome
AA, 7 paires de chromosomes) et une espéce d'Aegilops (génome BB), et a
conduit a l'apparition de blés tétraploides dont le blé dur, Triticum turgidum
(génome AABB, 14 paires de chromosomes),

Le second événement a eu lieu au cours de la domestication, il y a environ 9000
ans, entre un blé tétraploide cultivé et un blé diploide (Aegilops tauschii, génome
DD). Il a donné le blé tendre, Triticum aestivum, qui est hexaploide (génome
AABBDD, 21 paires de chromosomes) (CNRS, 2011).

C’est au Moyen Orient, au début du Néolithique, que le blé a d’abord été récolté a

I’état sauvage comme un produit de la cueillette, dans le « croissant fertile » (actuels Liban,

Syrie, Sud de la Turquie) ou subsistent a ce jour des blés sauvages (fig.19).
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;
1 2
Jburdain et
!fller Morte

Figure 19: Zone d'origine et de domestication du blé et de I’orge
(Source : Clerget, 2011)

En raison de sa valeur nutritive, le blé s’est imposé, comme une base de 1’alimentation
en Europe, en Afrique du Nord ainsi que dans une grande partie de 1’Asie Les premicres
cultures de blé sont apparues en Mésopotamie et dans les vallées du Tigres et de I’Euphrate

(www.tiloux.org; Clerget, 2011).

2.1.2- Origine des orges cultivées

Il est presque unanimement reconnu que Hordeum spontaneum L., orge sauvage a 2
rang est la forme ancestrale de ’orge cultivée, avec laquelle elle est interfertile. Des restes
d’orge a 2 rangs remontant au néolithique (7000 ans av. J.C.) trouvés dans le croissant fertile

au Moyen Orient paraissent étre les plus anciens vestiges d’orge cultivée (Gallais &

Bannecot, 1992).

Avec le blé, I’orge est la plus ancienne céréale cultivée. L’orge (Hordeum) est une

graminée diploide (2n= 14 chromosomes) (Gallais & Bannecot, 1992).
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2.2- Importance économique des céréales

2.2.1- Dans le monde

Le bl¢é est I'une des productions agricoles les plus importantes a 1I’échelle mondiale avec
celle du riz et du mais. Plus de 600 millions de tonnes de blé sont produites chaque année
dans le monde (Zeitoun, 2011).

A la différence, du riz et du mais dont I’essentiel de la production est assurée dans
une seule région du monde (la Chine pour le riz et les Etats-Unis pour le mais), la culture du
blé est présente dans toutes les régions de la planéte (Zeitoun, 2011).

La caractéristique de I’orge est son extraordinaire adaptation a des conditions
extrémes, avec une résistance inegalée a la sécheresse et a la salinité, et un cycle de vie court
(100 a 120 jours voir moins) (Gallais & Bannecot, 1992, EL Madidi et al, 2004).

Les orges cultivés ont une distribution large: Europe, Afrique du Nord, Ethiopie, Asie

jusqu’a la Corée et au Japon (Gallais & Bannecot, 1992).

2.2.2- En Algeérie

La filiere céréaliere constitue une des principales filiéres de la production agricole; en
effet les produits céréaliers occupent une place stratégique dans 1’économie nationale et le

systéeme alimentaire algériens (Djermoun., 2009).

Les céréales et leurs derivés fournissent plus de 60% de l'apport calorique et 75 a 80%
de l'apport protéique de la ration alimentaire (Djermoun, 2009). Les disponibilités en
céréales (ou consommation apparente théorique) étaient estimées, en 2009, a 230 kg par
habitant en Algérie (dont 87% en blé) (contre 206 en Tunisie et 175 au Maroc) (Rastoin &
Benabderrazik, 2014). C’est le blé dur qui constitue la base de 1’alimentation (semoule et
pates). On observe cependant une progression rapide du blé tendre (pain, biscuiterie,
patisserie). Quant a 1’orge et au mais, ils sont destinés principalement a I’alimentation

animale (Rastoin & Benabderrazik, 2014).

Les céréales sont présentes dans tous les étages bioclimatiques, y compris dans les
zones sahariennes (Djermoun, 2009), mais restent majoritairement localisée en zone humide

et subhumide, dans le nord du pays (Rastoin & Benabderrazik, 2014).
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Les cultures céréaliéres occupent plus de 50% des surfaces agricoles utiles (SAU), soit
plus de 3 millions d’hectares (Houmani, 2002) équivalants a prés de 35% des terres arables.
Les superficies annuellement récoltées repreésentent 63% des emblavures (Djermoun, 2009).

Les producteurs de céréales au nombre de 590 000 représentent 58% des exploitants
agricoles. Les exploitations agricoles sont majoritairement petites avec 70% des
exploitations de moins de 10 ha, 23% ayant des superficies variant entre 10 et 50 ha. Les
grandes exploitations qui ne représentent que 2% occupent pres du quart de la SAU. (Rastoin
& Benabderrazik, 2014).

Les progrés technico-économiques, ont permis d’augmenter significativement la
moyenne décennale de production de blé qui a presque doublée entre 1981-1990 (18,2 Mq
(Mg : millions de quintaux) et 2001-2010 (34,9 Mq), avec une progression réguliere qui a
permis d’accompagner la progression démographique (de 19 a 38 millions d’habitants entre

1980 et 2012) (Rastoin & Benabderrazik, 2014).

La production moyenne de céréales entre 2008 et 2012 est estimée a 19 Mq pour le blé
(60%) et 13 Mq (40%) pour I’orge. Le blé dur représente 70 % de la production de blé et le
blé tendre 30% (Rastoin & Benabderrazik, 2014).

En dépit d’indéniables progres, les rendements céréaliers demeurent faibles et trés
irréguliers : 13,5 g/ha pour le blé en moyenne sur 2001-2010 (le blé dur, mieux adapté aux
conditions agroclimatiques locales bénéficie de rendements sensiblement supérieurs a ceux
du blé tendre) et 13,2 g/ha pour I’orge, ce qui se situe loin derriére la productivité des pays
méditerranéens de I’Europe et s’explique a la fois par des causes naturelles (sol et climat),
techniques (semences, pratiques culturales) et humaine (organisation et formation des
producteurs). On note par ailleurs en Algérie une forte « régionalisation » des conditions de
production et donc des niveaux de récolte contrastés d’Est en Ouest la méme année (Rastoin
& Benabderrazik, 2014).

Le Ministere de I’ Agriculture Algérien, dans le cadre du PRAR, lancé en 2010 a retenu
pour le quinquennat 2015-2019 I’ ambition d’atteindre 45 millions de quintaux en 2019 pour
le blé dur et 19 millions de quintaux pour le blé tendre, ce qui rapprocherait I’ Algérie de

’autosuffisance pour le blé dur.
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2.3- Relation rendement en grains et paille

Il existe une relation étroite entre la paille totale produite (P) et le rendement en grain
(G). Le rapport P/G est d’environ 1 pour les variétés de blé d hiver mais la fraction récoltable
au dessus d’un chaume de 10 a 20 cm ne représente plus qu’environ 60% du rendement en
grain de blé. Ainsi, le tonnage de paille récoltable est inférieur a la paille produite par une
culture de céréale (FRCA Picardie et COOPERENERGIE, 2008).

Le rendement en paille est évalué en termes de tonnage brut de paille (I’humidité peut
varier, elle est généralement voisine de 15% a la moisson) ou bien du tonnage en matiere
seéche a 0% d’humidité (FRCA Picardie et COOPERENERGIE, 2008).

Cela signifie qu’en 2009, les 29,53 Mq de blé produits en Algérie ont génére 11,81
Mq de paille.
LA PAILLE DE BLE

La paille de blé est constituée par la tige avec les feuilles et I’épi ou rachis a son
sommet, secs (ZEITOUN, 2011).

3.1- Composition chimique

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 matiéres azotées et en matieres grasses (Février & Willequet, 2009) (Tab.11).

Tableau 11: Valeurs indicatives des caractéristiques chimiques de la paille de blé

Matiére séche | Protéines brutes | Cellulose brute | Calcium | Phosphore
a/kg 0/kg matiére séche

850-900 30 | 43-45 | 2,5-3,1 10,7-08
Source : Février & Willequet (2009)

3.2- Valorisation de la paille

Les pailles peuvent servir comme amendement organique ou minéral du sol. Elles
constituent une source d’alcalinité. On estime, en effet, la teneur moyenne en CaO de la

paille a 12g/kg de matiere brute (FRCA Picardie et Cooperenergie, 2008).

L’ enfouissement des résidus de culture, y compris les pailles, correspond a un apport

d’¢éléments minéraux P et K pour la culture suivante. La décomposition des pailles libére des
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¢léments dont I’efficacité est équivalente a celle d’un engrais minéral soluble et la restitution
d’une tonne de paille apporte 400 kg de carbone et 6 kg d’azote au sol. Au cours de la
décomposition de la paille, la majeure partie du carbone part dans I’atmosphére sous forme
de CO. alors que tout I’azote est recyclé et reste dans le sol (FRCA Picardie et
Cooperenergie, 2008).

La paille de blé peut étre utilisée comme litiére pour les animaux ou comme source
d’énergie thermique (Février & Willequet, 2009). Elle peut servir également de matiere
premiere renouvelable et peu couteuse pour des biocarburants (bioéthanol) (Wierzbicki et al,
2004). Elle peut étre aussi utilisée comme substrat de culture du champignon de couche en
mélange avec du fumier de cheval (Zeitoun, 2011) ou bien comme substrat de culture aux
Pleurotes, seule ou en mélange avec du grignon d’olive ou du marc de café (Mansour-Benamar
etal, 2013; 2014).

4- LES GRAINS D’ORGE
4.1- Composition physique et biochimique du grain d’orge

Les grains ou caryopse d’orge (fig.20) restent revétus de glumelles apres égrainage.

Figure 20: Grains d'orge
Le grain d’orge se compose de 3 parties principales (fig.21) (Runavot, 2011) :
- les enveloppes organisées en plusieurs assises (testa ou tégument séminal,
péricarpe et glumelle).
- L’embryon

- Lacouche a aleurone et I’albumen amylacé.
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4.1.1- Les enveloppes

Les glumelles constituent ’enveloppe externe du grain d’orge et représente environ
10% de son poids sec. On distingue la glumelle dorsale ou inférieure (lemma) de la glumelle
ventrale ou supérieure (palea). Elles sont principalement formées de cellulose (20%),
d’hémicellulose (30-45%) et de lignine (10-20%).

Le péricarpe agit comme une membrane semi-perméable permettant les échanges
gazeux. Il se situe entre les glumelles et le tégument séminal. 11 est formé par I’hypoderme
et les cellules croisées qui sont de forme triangulaires. 1l est séparé des glumelles par

I’épicarpe cutinisé et est soudé a la testa.

La testa est entourées par 2 zones cuticulaires, la plus interne, plus fine, est issue du

nucelle et la plus externe issue des cellules de la testa.

4.1.2- P’embryon

L’embryon comprend 2 parties: 1’axe embryonnaire (future plantule) et le scutellum
ou cotylédon qui jouera un role dans la synthése d’enzymes et le transfert des nutriments de

I’albumen vers 1’embryon lors du développement de la plantule.

4.1.3- Palbumen

C’est un tissu de réserve. Il est composeé de la couche a aleurone et de I’albumen
amylacé. Il contient des grains d’amidon (5278%), des protéines de réserve (59%), des

lipides, des fibres (1314%) et des polysaccharides pariétaux (68%).

La couche a aleurone est formée de 3 a 4 couches de cellules dans le grain d’orge alors
qu’elle n’est formée que d’une seule assise chez le blé. Elle est riche en maticres azotées et

en réserves lipidiques.
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Figure 21: Morphologie du grain d'orge.

Coupe longitudinale d’un grain d’orge (A), coupe transversale des enveloppes, de la couche &
aleurone et de I’albumen amylacé d’un grain d’orge (B)

(Source : Runavot, 2011)

4.2- Utilisation de I’orge

Les grains d’orge sont utilisés aussi bien en alimentation humain qu’en alimentation

animale (Bamouh, 1999). Ils sont également utilisés en malterie (Guiga, 2006 ; Runavot,
2011).
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1- GENERALITES:

Les champignons représentent un des groupes d’organismes vivants eucaryotes le plus
abondant sur terre et jouent un réle important dans le fonctionnement des écosystemes
(Thuillier, 2013).

Les champignons que nous présentons ici appartiennent tous a la classe des
Basidiomycetes. IIs ont un mode de vie saprophyte. Comme tous les champignons, ils sont
caractérisés par leur paroi cellulaire chitineuse. La chitine est un polysaccharide formé de
résidus Nacétyl glucosamine, de glucanes et de mannoprotéines variées (Véga, 2012). lls
sont également caractérisés par leur structure cellulaire filamenteuse, les hyphes ou

mycelium pluricellulaire.

Les Basidiomycétes sont des champignons qui se reproduisent essentiellement par

voie sexuee. La reproduction asexuée est rare.

Le cycle de vie d’un champignon passe par deux phases, une phase végétative et une
phase fructifére. A titre d’exemple, nous avons repris dans la figure 22 le biocycle de

Pleurotus ostreatus schématisé par Delmas en 1989.

Au cours de la phase végétative se produit la croissance de mycélia primaires

monocaryotiques issus de la germination de basidiospores (fig.22-1 et fig.22-2).

La phase fructifere démarre avec la conjugaison (plasmogamie) de deux mycélia
primaires compatibles donnant naissance a un mycélium secondaire dicaryotique (fig.23-3)
qui, a son tour, entre en phase de croissance (fig.22-4). Cette phase se caractérise par la
formation de boucles d’anastomoses. Lorsque les conditions du milieu changent et
deviennent contraignantes, ce mycélium s’agrége et s’organise en primordia. Ces derniers
évoluent en carpophores (fig.22-5) au sein desquels, s’individualisent, dans I’hymenium, les
basides (fig.22-6). Les basides sont le siege de la reproduction sexuée (caryogamie). Apres
la méiose, la baside produit quatre basidiospores mononuclées haploides (fig.22-7 et
fig.22-1) qui se détachent puis germent (fig22-2) lorsque les conditions sont favorables et le

biocycle reprend.

La culture artificielle de champignons comestibles s’interresse principalement a cette
phase dicaryotique, symbolisée dans la figure 22 par les étapes successives (si ’on doit
démarrer la culture a partir d’un carpophore) 5, 3, 4 et 5 du cycle de vie du pleurote (les

détails des étapes de la culture sont données dans le chapitre relatif aux méthodes d’étude).
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N pmpwNs

. Basidiospores

. Fusion de deux mycéliums primaires compatibles

. Baside portant les quatre basidiospores contenant chacune I'un des quatre noyaux haploides issus

Myceéliums primaires monocaryotiques

Myceélium secondaire dicaryotique, fructifére a anses d’anastomose

Carpophore

Cellule basidiogéne dans laquelle s’effectue la fusion des deux noyaux compatibles du dicaryon,
puis la méiose

de la méiose

Figure 22: Cycle de reproduction de Pleurotus ostreatus
(Source: Delmas, 1989)
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2- PRESENTATION DE QUELQUES SOUCHES DE MACROMYCETES QUE NOUS
AVONS ESSAYE D’ISOLER

2.1- Pleurotus ostreatus (Jacg. :Fr.) Kummer

Nom commun : Oyster Mushroom, Pleurote en huitre (fig 22 et 23)

2.1.1- Description

Le chapeau : légérement bombé puis s’étalant en éventail, charnu, marron
grisatre, de 4 a 15 cm de diametre. Les marges du chapeau sont incurvées et
lisses.

Les lamelles : sont blanchatres, serrées et longuement décurrentes, plus espacées
vers le pied.

Le pied (ou stipe) est excentre, trés court, plein, poilu a la base, (1 —10 cm de
longueur et 1-3 cm de diamétre selon Delmas, 1989). Pas d’anneau et pas de
volve.

La chair : blanche et épaisse, tendre sauf le pied.
Les basides avec quelques rares basidiospores (7,5-11 x 3—4 pm)
Date de récolte et du ler isolement: Novembre 1993.

Bon comestible. Pousse en touffes.

2.1.2- Systématique

Systématique du pleurote en huitre selon Guimberteau (1995), Matheny et al (2006);
Kalamees (2007), Courtecuisse & Duhem (2011), Hibbett et al (2014) et Saar & Parmasto

(2014):
Regne : Fungi
Division : Basidiomycota
Classe : Agaricomycetes.
Sous classe : Agaricomycetideae
Ordre : Agaricales ou Tricholomatales*
Famille : Pleurotaceae
Genre : Pleurotus.
Espéce : P. ostreatus (Jacg. Ex. Fries) Kummer (1871)

: P. ostreatus (Jacg. : Fr.) P.Kumm (1871)
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Figure 24: Pleurotus ostreatus (Jacg.: Fr.) Kummer.
Face supérieure du chapeau (A) ; face hyménium (B)

2.1.3- Répartition.

Les Pleurotaceae sont répandu dans les zones tempérées et tropicales (Cannon & Kirk,
2007). Le pleurote en huitre est un champignon que I’on peut trouver a 1’état sauvage sur du

bois, particulierement en Europe et en Afrique du Nord (Givelet, 2011).

75



PARTIE A- SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

2.1.4- Importance économique et écologique

Le pleurote est saprophyte sur des substrats ligneux. Autrefois cultivé sur des billes en
bois ensemencées et enterrées. Pleurotus ostreatus est actuellement, largement cultivées, sur
substrats déchets végétaux et industriels (paille, sciure de bois ou autres produits déchets
agro-industriels). Il y a de nombreuses recherches sur l'utilisation des pleurotes dans la
bioremédiation des sols contaminés par les PCP (Cannon & Kirk, 2007).

2.1.5- Importance pharmacologique
De nombreuses activités pharmacologiques sont attribuées au pleurote en huitre:

Activité anticancéreuse: Selon givelet (2011) et Blandeau (2012) le pleurote en huitre
a une activité de protection contre le cancer du sein et le cancer du colon par arrét du cycle
cellulaire des cellules cancereuses en GO/G1 et d’induction de I’expression des protéines
P53 (protéine suppresseur de tumeur) et de la protéine P21 (agit comme facteur de
transcription, active la réparation cellulaire ou 1’apoptose). De nombreux cancers sont

provogueés par une mutation du géne codant la protéine P53 (Givelet, 2011, Blandeau, 2012).

Activité anti-cholestérol: diminution du VLDL-c (Very-low-density lipoprotein
cholesterol), LDL-c (low-density lipoprotein cholesterol), du cholestérol total et des
triglycérides, grace a la lovastatine et a la mévinoline, molécules inhibitrices de I’enzyme
HMG CoA réductase (I'hydroxy-méthyl-glutaryl-coenzyme A réductase) qui permet la
synthese du cholestérol (Givelet, 2011, Blandeau, 2012, Radha & Lakshmanan, 2013).

Activité anti-oxydante puissante : diminution du malondialdéhyde (MAD)
(marqueur du stress oxydant), augmentation du glutathion, de la vitamine C et de la vitamine
E, ainsi que la superoxyde dismutase (SOD, enzyme antioxydante) (Jayakumar et al, 2007,
Givelet, 2011).

76



PARTIE A- SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

2.2- Auricularia auricula-Judae (Bull. : Fr.) Wettstein

Nom commun : Oreille de Judas (fig 25)

2.2.1- Description

Carpophores : les plus jeunes sont en forme de coupe, étalés et irréguliers, en
forme d’oreille, pour les plus &gés. lls sont de dimensions variables (2- 10 cm
de diamétre).

L’hyménium : est brun rougeétre, ridé a veiné. La face externe du carpophore
est plus pale et d’aspect velouté (furfuracé).

Pied : absent.
Spores : 16-22 x 6-7 pym
La chair : est elastique et gélatineuse devenant plus coriace en vieillissant

Récolté sur bois mort d’amandier (Amygdalus communis L.) en Novembre 2003
a Oued-Aissi

Isolement : les nombreux essais d’isolement a partir de carpophores ont toujours
été négatifs

2.2.2- Systématique

Systématique de Auricularia selon Cline (2006), Courtecuisse & Duhem (2011),
Hibbett et al (2014) :

Regne
Division
Classe
Ordre
Famille
Genre
Espéce

: Fungi

: Basidiomycota

: Agaricomycetes

. Auriculariales

: Auriculariaceae

: Auricularia

. A. auricula-Judae (Bull.: Fr.) Wettstein 1885

Figure 25: Carpophores de Auricularia auricula-Judae (Bull. : Fr.) Wettstein.
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2.2.3- Répartition

C’est un champignon cosmopolite, tres présent en Afrique du Nord et en Europe ; il
pousse souvent sur bois de coniféres (Cline, 2006) mais surtout sur les vieux sureaux morts
ou en fin de saison. Il doit son nom a cet arbre, puisque I’histoire dit que Judas s’est pendu

a un sureau (Givelet, 2011).

2.2.4- Importance économique et écologique:

C’est un champignon saprophyte sur des substrats ligneux, cultivé sur des buches
artificielles de divers résidus agricoles en Chine.

2.2.5- Importance pharmacologique :

Activité antioxydante : Givelet (2011) rapporte que cette activité est lice a des
polysaccharides les AAP (AAP = Polysaccharides de Auricularia auricula) diminution du
niveau de MDA (Malondial-dehyde plasmatique) et augmentation de ’activité de la SOD
(superoxyde dismutase) et de la GSH (glutathion= tripeptide G-E-C) (Fan et al, 2007; Zhang
et al, 2011; Khamlue et al, 2012).

Activité anticancéreuse : augmentation de la nécrose et de I’infiltration cellulaire par
induction de I’apoptose (Ma et al, 2010; Khamlue et al, 2012).

Activité anticoagulante et antiagrégante : présence d’un polysaccharide qui catalyse
I’inhibition de la thrombine par I’antithrombine. Yoon (2003) a observé une activité
antiagrégante similaire a 1’aspirine chez les rats. Mais il y’a un risque d’hémorragie

(syndrome de Szechwan) (Khamlue et al, 2012).

Activité anti-cholestérol : diminution du cholestérol total et du LDL-c par formation
d’un gel polysaccharidique diminuant la formation de micelles dans I’intestin, et donc

d’absorption de cholestérol (Givelet, 2011).
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2.3- Ganoderma lucidum: (W. Curtis: Fr.) P. Karsten?
Nom commun en frangais: Ganoderme luisant, polypore livide, reishi (fig.26).

Les différentes appellations attribuées au champignon Ganoderma lucidum (Kapoor
& Sharma, 2014) sont :

- enanglais: reishi, shiny polyporus,
- enchinois: Ling Chih, Ling Zhi,

- en japonais: reishi, mannentake.
2.3.1- Description

- Carpophore a chapeau circulaire, réniforme, ou spatulé, latéral, cylindrique,
bosselé, a bourrelets concentriques avec un aspect laqué vernissé brillant, dur,
brun-rouge a brun-violace, de taille tres variable. 1l a été récolté dans la forét de
Darna en 2003, 2004, 2005 et a Tigzirt a I’automne 2012.

- Hyménium : Les tubes, d’abord jaune-brun, puis brun sombre, aboutissent a des
pores petits et ronds, en partie recouverts par une pruine blanchatre, devenant
ensuite brun cannelle.

- Le pied :(5 a 15 cm de long), latéral, assez tortueux, est recouvert de la méme
cuirasse que le chapeau.

- Lachair, blanc créme, se teinte rapidement de brun clair (Blandeau, 2012).

2.3.2- Systématique

Selon Courtecuisse et Duhem (2011) et Kapoor & Sharma (2014):

Regne : Fungi

Division : Basidiomycota

Classe : Agaricomycetes

Ordre : Polyporales

Famille : Ganodermataceae ou Polyporaceae

Genre : Ganoderma (Karsten 1881)

Espéce : Ganoderma lucidum (Curtis: Fr.) P. Karsten?
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Figure 26: Ganoderma lucidum (Curtis: Fr.) P. Karsten.

Face supérieure du chapeau (A) ; face inférieure du chapeau (B)

2.3.3- Répartition

Ce champignon pousse surtout a I’automne, sur les troncs des pruniers sauvages en
décomposition, parfois sur ceux des chénes ou de chataigniers. Trés rare a I’état sauvage, il
pousse exclusivement en montagne, dans des foréts profondes. De nos jours, il est cultivé

sur des milieux artificiels (Givelet, 2011)

2.3.4- Importance economique et écologique

Les espéces de Ganoderme ne sont pas considérées comme des champignons
comestibles car leurs carpophores sont souvent épais, dures avec une chair a consistance de
bois. Ganoderma lucidum provoque chez ses hotes une pourriture blanche, donc intervient
dans la dégradation de la lignocellulose (Paterson, 2006, Perumal, 2009, Kapoor & Sharma,
2014).

Ganoderma lucidum est cultivé a I’échelle commerciale, sur des blches de bois. Des
essais de cultures artificielles ont commencé en 1937 et ce n’est qu’en 1971 que la culture a
pu étre réalisée avec le blanc obtenu sur sciure de bois. Il existe 3 techniques de
culture (Perumal, 2009):

- la culture sur des buches de bois (méthode la plus populaire) (nécessite 5 a 12
mois de culture pour obtenir les fructifications

- Laculture en bouteille ou en pots
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- et la culture en bloc (tank culture)

Selon Perumal (2009), la technique de culture du reishi a été maintenue secrete dans
de nombreux pays comme le Japon, la Corée et la Chine, qui ont pu obtenir des fructifications
au bout de 3 & 12 mois de culture alors que la méthode utilisée en Inde par le Centre de
Recherche de Murugappa Chettiar (MCRC) en utilisant des résidus agricoles (bagasse de
canne a sucre, des copeaux de bois, la paille de riz...), la premiere récolte a été obtenue au

bout d’environ 1 mois.

2.3.5- Importance pharmacologique

La médecine traditionnelle chinoise utilise depuis plus de 4000 ans les carpophores du
Reishi (Perumal, 2009). Cette médecine considére que la chair du ganoderme est un précieux
tonique du Q1, I’énergie vitale qui soutient le corps humain (Givelet, 2011). Il est utilisé sous
forme de tisanes, de macérat alcoolique, en décoction ou sous forme de gélules (Welti, 2009).
Comme nutraceutique, il est utilise pour soigner plus de vingt différentes maladies
(migraine, mal de téte, hypertension, arthrite, bronchite, asthme, anorexie, gastrite,
hémorroides, hypercholestérolémie, néphrite, dysmenorrhée, constipation, problemes
cardiovasculaires, leucopénie, cancer y compris la leucémie, hépatite A, B et C, la stérilité,
le psoriasis et I’épilepsie (Perumal, 2009, Kapoor & Sharma, 2014). Il stimule I’appétit,
combat les insomnies, ’asthénie et les vertiges ; il est également utilisé comme antidote dans
les intoxications par les champignons. Il serait le plus ancien champignon utilisé en

médecine et est utilisé aujourd’hui comme complément alimentaire (Perumal, 2009)

Les propriétés anticancéreuses prétées au Ganoderme sont partiellement confirmées
par des études scientifiques (Min et al, 2000, Blandeau, 2012).

Selon Paterson (2006), Welti (2009) et Givelet (2011), deux classes de molécules se

démarquent chez le reishi, les triterpénes et les polysaccharides.
Les activités induites par les triterpénes sont diverses :

Activités antioxydantes : (protection hépatique et rénale par piégeage des radicaux
libres).

Activités antivirales : (EI-Mekkawy, 1998, Min et al, 2000, et le HSV (Herpes
Simplex Virus) (Givelet , 2011).
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Activité anticancer: induction de ’apoptose, inhibition de la prolifération cellulaire
(Min et al, 2000).

Les activités induites par les polysaccharides sont surtout des activités anticancer par
stimulation du systéeme immunitaire (Induction de la sécrétion des TNF-d et les INF-Y par
les lymphocytes T qui jouent un réle important dans la suppression des cellules tumorales)
(Lin & Zhang, 2004).

82



PARTIE A- SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

2.4- Lentinus edodes (Berk.) Singer

Synonymes :

- Lentinula edodes (Berk.) Pegler,
- Cortinellis edodes P. Henn. ;

- Tricholomopsis edodes (Piot, 1983).

Nom commun francais: Lentin des chénes (hom commerciale qui, selon Fourré (1990),
n’a pas de signification mycologique, nom impropre selon Delpech et Olivier, (1990),
Shiitake, champignon parfumé du japon, (Delpech et Olivier, 1990) , ou simplement
champignon parfumé, champignon noir, (a ne pas confondre avec le champignon noir

chinois qui est en fait Auricularia auricula Judae (Piot, 1983)) (fig.27).
Nom japonais : Shiitake

Nom chinois : Xiangu (En Chine xiangu signifie champignon parfumé (xian : parfum,

gu : champignon) ou Xianggu.
2.4.1- Description
Selon Lelley (1984), Delmas (1989), Fourre (1990) et Laurent (2004) :

- Chapeau arrondi, pouvant atteindre 15 cm de diameétre, sa surface est seche,
couverte de fibrilles, il est aplati surtout sur le dessus, de couleur brun foncé a
noire, puis la teinte devient de plus en plus claire vers le bord; les lames sont
serrées, blanchatres a beige, brunissant un peu avec I’age, arrondies a I’insertion
avec le pied. Leur aréte (partie libre des lames) est légerement denticulée.

- Stipe charnu, court, cylindrique, blanchatre, prend progressivement la couleur
du chapeau, ferme, souvent courbé a la base, un peu pelucheux,

- La chair a odeur trés particuliére, qui s’amplifie avec la cuisson, est blanche,
ferme, et méme dure dans le pied,

- Sporée blanchatre avec basidiospores lisses, a paroi fine, subcylindriques et non
amyloides, (5,5-6,5) x (3-3,5) um.

- Souche commerciale utilisée : (S610) de la Société Royal Champignon de
France en 1993 sous forme de mycélium dicaryotique développé sur grains de
seigle.
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2.4.2- Systématique

Régne : Fungi

Division : Basidiomycota

Classe : Agaricomycetes

Sous-classe : Agaricomycetideae

Ordre : Tricholomatales

Famille : Omphalotaceae (Courtecuisse & Duhem, 2011, Givelet, 2011,

Chaboud, 2013)
: Tricholomataceae (Pegler, 1983)
: Agaricaceae (Bisen et al, 2010)

Genre : Lentinula sensu Pegler (1975) (Buchanan, 1993)
: Lentinus sensu Singer (1986) (Buchanan, 1993)
Espece : Lentinula edodes (Berk.) Pegler

: Lentinus edodes (Berk.) Singer

Carpophores du Shii-take sur grignon d’olive

Figure 27: Deux carpophores de Lentinus edodes (Berk.) Singer
développés sur grignon d’olive

2.4.3- Répartition

Le shiitake est un champignon parfumé comestible qui pousse a 1’état naturel en
Extréme Orient (Japon, Chine, Corée), sur le bois mort de divers feuillus (hétre,
chataignier...), tout particulierement sur le tronc d’un arbre de la famille des Fagacées
nommeé «shii» (Castanopsis cuspidata Schottky), le faux chataignier. En japonais, «také»
signifie champignons. Le shiitake est, par conséquent, le champignon qui pousse sur I’arbre
«shii». 1l existerait également en Australie et en Nouvelle Zélande (Bisen et al, 2010). De

nos jours, il est cultivé un peu partout dans le monde (Givelet, 2011).

84



PARTIE A- SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

2.4.4- Importance économique et écologique:

Selon les recherches effectuées par Blandeau en 2012, les Chinois connaissaient le
shiitake depuis 7000 ans; il est également trés utilisé par les Japonais qui le cultivent depuis
le moyen &ge (entre le Veme et XVéme siecle), il était alors, réservé a I’empereur et a sa
cour. Les Etats Unis I’ont cultivé a partir de 1970, puis I’Europe (Blandeau, 2012). En 1980,
le Japon était le principal producteur de shiitake, mais en 1997, il a été supplanté par la Chine
qui a produit presque 1400 000 tonnes de Shiitake, quantité estimée représenter 89% de la
récolte mondiale (Givelet, 2011). Durant la dynastie des Ming, (1368 a 1644), un célébre
médecin chinois (Wu Ri) qualifia le champignon d’« élixir de vie ». Sa réputation aupres de

ceux qui recherchaient la longévité n’a cessé de croitre (Givelet, 2011).

Aujourd’hui, ce champignon comestible, agent de la pourriture blanche, est I’espece
la plus cultivée aprés le champignon de Paris. Sa production traditionnelle se fait sur des
blches. Selon Piot (1983), le bois utilisé sur I’ille de Kyushu (Japon), par ordre décroissant
d’importance, est le bois de chéne rouge (Quercus acutissima Carr. (50%), suivi du chéne
blanc (Quercus serrata Thunb.) (40%) puis les charmes (Carpinus sp) et les chénes verts
(Cyclobalanopsis sp); c¢’est Q. acutissima qui semble donner de meilleures résultats aussi
bien du point de vue rendements par blches que du point de vue qualité de champignon
(shiitake) obtenu.

Sa culture, au Japon, se fait également dans des pots contenant un substrat organique
composeé de chanvre ou de paille de blé, additionné de son (de blé, de riz, de millet, de mais
ou de seigle), de carbonate de calcium, de gypse et de sucr ; la méthode chinoise, quant a

elle, utilise des substrats a base de sciure de bois (Givelet, 2011).

2.4.5- Importance pharmacologique
De nombreuses activités pharmacologiques sont attribuées au shiitaké.

Une activité hypolipémiante : Givelet (2011) raporte que I’activité hypolypémiante
de ce champignon pourrait étre expliquée par & deux mécanismes d’action. Le premier
mécanisme est dii a la présence de 1’éritadénine, molécule induisant une diminution du LDL-
c et du HDL-c, par modification du métabolisme hépatique des phospholipides (Jong &
Birmingham, 1993) et le deuxieme mécanisme par la présence de polysaccharides qui

empécheraient I’expression de I’ARN de VCAM-1 des cellules endothéliales de 1’aorte
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thoracique (Vascular cell adhesion protein 1 aussi connue sous le nom de vascular cell
adhesion molecule 1, responsable de I’inflammation des plaques d’athérome), augmentation
de P’activité des enzymes anti-oxydantes, diminution du cholestérol total, des triglycerides

et du LDL-c et de I’oxydation provoquée par le stress oxydatif d’une nourriture grasse.

Une activité anticancéreuse : Grace a la présence du lentinane (Piot, 1983). le
lentinane inhibe la croissance des cellules cancéreuses (amélioration du nombre de guérisons
chez les patients avec chimiothérapie + lentinane comparé a chimiothérapie seule),

stimulation du systeme immunitaire contre le cancer (Givelet, 2011).

Des activités antibiotique et antifongique: le shiitaké est actif contre Candida
albicans, Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis ainsi que sur Mycobacterium
tuberculosis, par augmentation de la quantité de macrophages (Chen & Seviour, 2007)
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2.5- Flammulina velutipes (Curt. : Fr.) P. Karsten

Synonymes :

Flammulina velutipes (Curt. Fr.) Sing.
Collybia velutipes (Curtis) P. Kumm., 1871.
Agaricus velutipes Curtis, 1782.

Nom commun : Collybie a pied velouté; champignon japonais (fig.28)
Nom japonais : enokitake, enoki (Champignons en aiguilles dorées)

2.5.1- Description

- Chapeau pouvant atteindre 10 cm; bombé a convexe étalé, visqueux a lubrifié,
lisse ou ridulé, orangé a brun orangé, plus péle a la marge ;

- Lames larges, peu serrées, échancrées, jaunatres ;

- Stipe souvent courbé, velouté, jaunatre au sommet et brun a noir en bas

- Lachair est péle, inodore,

- Lesspores mesurent 8 x 5 pm,

- La texture est un peu coriace et la microscopie est particuliere (cystides)

(Givelet, 2011, Blandeau, 2012).

2.5.2- Systématique

Flammulina velutipes appartient :

Regne : Fungi
Division : Basidiomycota
Classe : Agaricomycetes
Sous-classe : Agaricomycetideae
Ordre : Tricholomatales (Coutecuisse et Duhem, 2011)
. Agaricales (Ishikawa et al, 2013)
Famille : Physalacriaceae (Courtecuisse et Duhem, 2011, Ishikawa et al, 2013)

ou Xerulaceae (Courtecuisse & Duhem, 2011) (issue des
anciennes Dermolomataceae).
: Trichomomataceae (Karaman et al, 2005)

Genre : Flammulina

Espéce : Flammulina velutipes (Curt.: Fr.) P. Karsten (Karaman et al, 2005)
: Flammulina velutipes (Curt. Fr.) Sing. (Buchanan, 1993, Ishikawa et
al, 2013).

2.5.3- Répartition

Il est assez commun. Il s’agit d’un champignon qui pousse en touffe (10 a 20

spécimens) sur les souches et branches mortes de feuillus. Il apparait en hiver (Blandeau,
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2012). Le champignon se trouve principalement en Asie ou il est cultivé, mais également en
Amérique et en Europe (Givelet, 2011).

Figure 28: Flammulina velutipes (Curt.: Fr.) P. Karsten développé sur grignon d’olive

2.5.4- Importance economique et écologique

C’est un bon comestible (Courtecuisse et Duhem, 2011). Il est trés populaire au Japon
(Ishikawa et al, 2013) ou il est cultivé (Givelet, 2011).

2.5.5- Importance pharmacologique

En usage traditionnel, I’enokitake est connu comme champignon possédant des

propriétés antitumorales et immunostimulantes.

Activité anticancer : On retrouve, dans les composes actifs isolés soit a partir des
carpophores soit a partir de cultures mycéliennes, des sesquiterpénes, des polysaccharides
(EA3, EA5, EA501, EA6 et SFAL), des glycoprotéines (proflamine : activité anti-
cancereuse) et une protéine immunomodulatrice (FIP-fve : Fungal Immunomodulatory
Protein of Flammulina velutipes), une proteine antitumorale, la flammuline (Blandeau,

2012). FVA-L, une lectine qui possede une activité d'hémagglutination.

Activité antioxydante : présence de I’ergothionéine, puissant antioxydant contre

I’oxydation lipidique et I’auto oxydation de I’oxymyoglobine (Bao et al, 2010).
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Activités antibiotiques : les sesquiterpénes (énokipodine A, B, C et D) ont des
propriétés antibiotiques (contre Bacillus subtilis et Staphylococcus aureus) (Ishikawa et al,
2013).

Activité anti-cholesterol : diminution du LDL-c grace a la présence des fibres:
augmentation de la quantit¢ d’ARNm codant pour le récepteur au LDL et augmentation de

la sécrétion fécale de LDL-c (Fukushima et al, 2001).
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PARTIE B : PARTIE EXPERIMENTALE.

| - MATERIEL UTILISE

1- MATERIEL MYCOLOGIQUE

Dans le cadre de cette étude, nous avons utilisé deux souches de Pleurotus ostreatus

(Jacq. Ex.Fries) Kummer :

-La souche POL, Pleurotus ostreatus Locale isolée a Oued Aissi (Tizi-Ouzou, Algérie)
et entretenue depuis au Laboratoire de Production, Amélioration et Protection des VVégétaux
de la faculté des Sciences Biologiques et des Sciences Agronomiques de I’Université de M.

Mammeri de Tizi-Ouzou ;

-La souche POC Pleurotus ostreatus commerciale provenant du Laboratoire de
Cryptogamie de I’Université Paul Sabatier de Toulouse (France) et originaire de la Société
Royal Champignon de France.

2- MILIEUX DE CULTURE GELOSES UTILISES

La composition et le mode de préparation des milieux de culture sont présentés dans
les tableaux 12 et 13.

2.1- Milieu de culture semi synthétique : Milieu PDA (Pomme de Terre — Dextrose-
Agar)

La composition et le mode de prépartion des milieux de culture géloses utilisés sont
présentés dans le tableau 12 (Rapilly, 1968) et le tableaul3 (Raper et al, 1972).

Tableau 12: Composition chimique et mode de préparation du milieu PDA (Rapilly, 1968)

Composition chimique Mode de préparation

200g de pomme de terre lavée et Cuire 15 & 20 min la pomme de terre dans 200ml

épluchée puis coupée en petits cubes | d’eau distillée pendant 20mn ; récupérer le filtrat,

20g de glucose ajouter au glucose et a la gélose, ajuster a 1 litre

20g de gélose d’cau distillée. Homogénéiser et stériliser a 120°C
pendant 20mn.
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2.2- Milieux de culture synthétiques : milieux ODDOUX et RC

Tableau 13: Composition et mode de préparation du milieu Oddoux

Milieu de culture

Composition chimique

Mode de préparation

Oddoux (Oddoux, 1957)

10g de gélose

16,59 de glucose

3,5g d’extrait de malt

0,50g d’hydrolysat de caséine
0,359 de KH2PO,4

0,259 de MgSQ4,7H,0

0,35g de tartrate d’ammonium

20g de gélose
20g de glucose
0,50g d’hydrolysat de caséine

Meélanger tous les
composeés, ajouter une
quantité d’eau distillée
suffisante pour 1litre,
homogénéiser et stériliser a
120°C pendant 20mn

Raper Complet (RC)
(Raper et al, 1972)

1g de K;HPO4

0,59 de KH,PO4

0,59 de MgSO.7H,0
29 de peptone de viande
2g d’extrait de levure

3- MATERIEL VEGETAL UTILISE: GRIGNON D’OLIVE, MARC DE CAFE,
GRAINS D’ORGE ET PAILLE DE BLE

Le matériel végétal utilisé a été collecté ou acheté dans la wilaya de Tizi-Ouzou
(Algérie).

3.1- L’orge

L’orge a été achetée dans un commerce, a Boghni. Elle est de la récolte de I’année et
provient d’une ferme de Ain-Zaouia (Draa ElI Mizan). Elle était de trés bonne qualité: les
graines étaient assez grosses avec des glumelles d’un jaune doré et en trés bon état sanitaire.

C’est une orge destinée a ’alimentation humaine.
3.2- Le grignon d’olive

Nous avons pour habitude de récupérer le grignon d’olive de deux huileries, une
huilerie située sur la route de Boghni et une huilerie situé a Oued-Aissi. Il s’agit d’huileries

relativement récentes, de type décanter trois phases.

Le grignon utilisé doit provenir de la trituration du jour. Il est ramassé a la sortie du

systéme d’évacuation du grignon d’olive, encore chaud et fumant.
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Dans le cas ou le grignon d’olive n’est pas utilis¢ immédiatement apres sa récolte, pour
éviter tout développement de moisissures, il est étalé et mis a sécher en plein air, soumis aux

intempéries ou au laboratoire a I’abri des intempéries (selon la disponibilité du laboratoire).

3.3- Le marc de café

Le marc de café provient d’une collecte effectuée quotidiennement dans les cafes
publiques a Tizi-Ouzou, a proximité du Laboratoire de Production, Amélioration et
Protection des Veégétaux (UMMTO), a la Nouvelle Ville, et aussi de consommations

familiales quotidiennes.

Etant plus sujet que le grignon d’olive a un développement rapide de moisissures
vertes, le marc de café a été séché immédiatement apres sa collecte, soit au soleil en été, soit

a I’etuve a 60°C par temps humide.

Les quantités collectées sont généralement petites ne dépassant guére les 3 a 4 kg/jour

a I’état humide.
3.4- La paille de blé

La paille de blé a été achetée par botte de 25 kg, au marché a paille de Oued-Aissi et

proviendrait, selon I’un des vendeurs, de la région de M’Sila.

Tout comme 1’orge, la paille de bl¢ doit étre de bonne qualité, d’un jaune doré, exempte
de toute moisissure et doit étre en bon état de conservation. Il s’agissait de paille issue des

récoltes de blé de I’année.

La paille, quand elle est de bonne qualité, peut étre conservee, sans aucun risque de
contamination microbienne, pendant assez longtemps (2 a 3 années et plus) dans un endroit

sec et aéré.
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Il - METHODES D’ETUDE

1- PRODUCTION D’INOCULUMS SUR MILIEUX DE CULTURE GELOSES

1.1- Préparation des milieux de culture solides

Apres stérilisation, les milieux de cultures (PDA, Oddoux et RC) ont été coulés
aseptiquement dans des boites de Pétri a raison de 20-25 ml de milieu par boite, puis laissés

a température ambiante pour solidification.
1.2- Récolte de carpophores et bouturage

1.2.1- Récolte de carpophores

Les carpophores des divers champignons ont été récoltés a différents endroits, au cours
de sorties dans la forét de Darna (Commune de Iboudrarene) pour le ganoderme et a Oued-

Aissi pour ’oreille de Judas et le pleurote en forme d’huitre local (POL).

1.2.2- Bouturage des carpophores
Le bouturage des carpophores nécessite des conditions d’asepsie rigoureuses.

Quelque soit le macromyceéte (fig.29-A) a isoler, la technique utilisée reste la méme.
I1 s’agit du bouturage du mycélium dicaryotique qui compose le carpophore. Nous avons
repris quelques illustrations publiées en 2010 (Mansour-Benamar & Chavant, 2010) et en
2013 (Mansour-Benamar et al, 2013) :

Il faut d’abord stériliser une pince et un scalpel a la flamme sous hote a flux laminaire

(fig.29-B) puis les laisser refroidir.

Il faut ensuite choisir un carpophore en trés bon état, ’ouvrir ou le déchirer a la main
dans le sens de la longueur et découper a I’aide du scalpel stérile des morceaux de mycélium
du carpophores (fig.29-C) dans les parties mises a nu (fig.29-D), car les plus stériles. Ensuite,
a I’aide de la pince stérile, il faut prélever, chaque fragment de mycélium et le déposer au
centre d’une des boites de Pétri contenant un des milieux de culture (fig.29-E), refermer la

boite et la sceller a I’aide d’un ruban adhésif ou d’un film étirable.
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Figure 29: Bouturage d’un carpophore

Choix d’un carpophore de POL (A) ; Stérilisation d’une pince et d’un scalpel (B), Découpage d’un
fragment de mycélium (C), Prélévement du fragment de mycélium (D), Mise en culture du
fragment de mycélium (E).
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1.2.3- Repiquage du mycélium a partir de cultures mycéliennes issues du bouturage
de carpophore ou d’une pré-culture en boite de Pétri

Afin de renouveler ou multiplier des cultures myceliennes déja existantes, il faut
procéder a des repiquages successifs. Des rondelles d’inoculum sont découpées dans une
pré-culture mycélienne en boite de Pétri (fig.30-A) ; ensuite, a I’aide d’une spatule stérile,
chaque inoculum est prélevé (fig.30-B) puis déposé au milieu d’une boite de Pétri contenant
un milieu nutritif neuf, la face mycélium contre le milieu de culture (fig.30-C). Le repiquage
peut se faire également a partir de culture sur gélose inclinée.

Figure 30: Repiquage et multiplication du mycélium

Découpage du mycélium en rondelles d’inoculum (A),
Prélévement d’une rondelle d’inoculum (B),
Dépot de la rondelle d’inoculum, face mycélium contre le milieu nutritif neuf (C)
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1.3- Incubation

Une fois les boites de Pétri refermées et scellées avec du ruban adhésif, elles sont mises

a incuber a la température programmée, généralement 25°C.

1.4- Sélection de milieux de culture favorables par I’estimation de la croissance

mycélienne

La croissance mycélienne est estimée par la mesure du diamétre moyen ((D1+D2)/2)
(en cm) des colonies développées a partir des implants d’inoculum selon deux axes
perpendiculaires traces sur le couvercle de chacune des boites de Pétri et passant par le
centre de I'implant (fig.31) apres 8jours d’incubation. Pour chaque milieu testé 10

répétitions ont été utilisés.

D1

D2 Collo_nle
mycélienne

Implant

Figure 31: Schéma explicatif de la mesure des diamétres D1 et D2 d'une colonie mycélienne
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2- FABRICATION DU BLANC DE CHAMPIGNON

Le blanc forme le matériau ou unités de propagation du champignon a cultiver (Oei &
Nieuwenhuijzen, 2005). Pour la fabrication du blanc de pleurote, appelé en anglais spawn,
apres de nombreux essais de différentes céréales, nous avons fini par utiliser comme substrat
de base des grains d’orge humidifiés auxquels sont ajoutés du carbonate de calcium et du
sulfate de calcium (quand il est disponible pour ce dernier) pour optimiser le pH. Cette orge

est ensuite stérilisée.

Cette fabrication se fait en deux étapes, la 1% consiste & fabriquer du blanc ou
inoculum primaire (culture mere), appelé en anglais « master » par transfert du mycélium

obtenu sur milieu de culture gélosé sur des grains d’orge humidifiés et stérilisés.

La deuxieme étape consiste a transférer le blanc primaire sur de nouveau grains d’orge

sterilisés, préparés comme pour la fabrication du master.

Pour fabriquer le blanc de champignon, nous nous sommes inspirés de la méthode

utilisée par Pacioni (1987) que nous avons adaptées a nos conditions et moyens.

2.1- Préparation et stérilisation de ’orge

L’orge a éte d’abord tamisée a ’aide d’un tamis a mailles de 2,5 mm de céte et nettoyé
de tout débris, puis répartis en lots de 50g ou 100g d’orge, selon les besoins de 1’expérience
(fig.32-A). Elle a été lavée abandonnement a I’eau courante afin d’éliminer toutes les
poussiéres qui sont a la surface des grains d’orge (fig.32B). A la fin, I’orge a été lavée a I’eau
bouillante puis mise a égoutter. Les grains d’orge ont été finalement placés dans des sachets

thermorésistants (fig.32C) avec un certain volume d’eau distillée (fig.31-D).

Pour chaque sac un goulot a été fabriquéa I’aide d’un anneau en plastique (fig.32E),
bouchés avec du coton (fig.32-F) puis recouvert avec du papier aluminium ou du papier
pelure (fig.32-G). Cette phase est facultative. Les sachets peuvent étre simplement fermés a

I’aide d’agrafes ou de trombones.

Ces sacs sont ensuite mis a stériliser a 120°C pendant 1heure.
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Figure 32: Préparation de I'orge pourla fabrication du blanc de Pleurote.

Pesée de I’orge tamisé et nettoyé (A) ; lavage et égouttage de ’orge (B) ; Transfert de I’orge égoutté
dans des sachets en polyéthyléne neufs stérilisables (C) ; Addition d’eau distillée (D) ; Confection
d’un goulot pour chaque sachet (E) ; Confection d’un bouchon avec du coton (F) ; Couverture du

coton avec du papier aluminium et maintien a I’aide d’une ficelle (G).

2.2- Inoculation de ’orge

2.2.1- La premiere inoculation ou blanc primaire

Cette opération consiste a prélever aseptiquement des rondelles d’inoculum de 1 cm
de diamétre découpées dans les cultures mycéliennes agées d’au moins une semaine et a les
déposer face mycélienne contre les grains d’orge stériles (fig.33A-C). Il est possible

d’utiliser des cultures entiéres ou des demi- cultures.
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Figure 33: Premiere inoculation de I'orge et fabrication du blanc primaire ou master

A : Préparation a Uinoculation de I’orge
B : Inoculation de I’orge
C : Orge avec les rondelles d’inoculum implantées.

2.2.2- La deuxiéme inoculation ou blanc secondaire

Lorsque les grains d’orge sont bien enrobés par le mycélium, généralement aprés une

a deux semaine d’incubation, il faut procéder a la deuxiéme inoculation.

Cette derniere consiste a prélever des grains d’orge enrobés du mycélium issus de la
premiére inoculation pour inoculer de nouveaux grains d’orge (fig. 34-A-C) préparés et

stérilisés comme pour la fabrication du master.
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Figure 34: Deuxieme inoculation et fabrication du blanc secondaire.

Blanc primaire ou master (A) ; Prélévement de I’inoculum (blanc primaire) (B); Orge inoculé avec
le blanc primaire (Futur blanc secondaire) (C)

2.3- Incubation

Apreés inoculation, les sachets d’orge sont classés par souches et conditions de culture

et mis a incuber a température fixée.

Au cours de cette période, des contr6les quotidiens sont effectué pour éliminer
d’éventuels sacs contaminés. Tous les cing a six jours, les sacs sont agités délicatement afin

de séparer les grains d’orge enrobés par le mycélium.

2.4- Influence de ’humidité, du pH, de la température et du temps d’incubation sur

la fabrication du blanc primaire de POL et POC.

Le protocole utilisé pour étudier I’influence du pH et de ’humidité dans le substrat
ainsi que celle du temps d’incubation pour la fabrication du blanc des deux souches de

pleurote est schématisée dans la figure 35.
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Orge tamise et lavé

J

Conditionnement en sachets de 50g

J

Addition d’eau distillée

d d

40 ml 50 ml

J 0

Ajustement du pH avec acide lactique ou carbonate de calcium

d d d

pH6,5 pH7,5 pH8,5

\ /

Stérilisation (45 mn a 120°C)

J

Inoculation avec 3 implants inoculum de 1 cm de diamétre agés de 9 jours

J

3 répétitions/Test/Souche de pleurote

d

22°C 25°C 28°C

Figure 35: Protocole utilisé pour I'étude de I'influence de trois facteurs a savoir ’humidité, le
pH et la température et le temps d'incubation ( 6éme et 9¢éme jours d'incubation) sur le
dévelopement des blancs primaires de POC et POL

103



PARTIE B : PARTIE EXPERIMENTALE.

3- ETUDE DU COMPORTEMENT DES DEUX SOUCHES DE PLEUROTE SUR
SUBSTRAT EN BOITE DE PETRI.

3.1- Fractionnement du grignon d’olive

Sachant que la partie la plus lignifiée du grignon est la paroi du noyau de I’olive, nous
avons voulu vérifier la capacité des deux souches de Pleurote POC et POL a coloniser et a
se développer sur les fractions ligneuse, riches en noyaux d’olive et la fraction riche en pulpe

d’olives.

Deux tamis ont été utilisés, un tamis a maille de 5 mm de c6té et un tamis a mailles de
2,5mm de coOté. Le premier a permis d’éliminer les noyaux entiers qui ont échappés au
broyage lors de la trituration des olives et le deuxiéme a permis de séparer la fraction retenue
par ce tamis et qui a constitué la fraction riche en lignine formée principalement par des
morceaux de noyaux et un peu de pulpe et que nous avons appelée GOS (grignon d’olive a
granulométrie supérieur & 2,5mm) et la fraction qui a traversé les mailles du 2°™ tamis est

appelée GOI (grignon d’olive a granulométrie inférieure a 2,5mm).

GOB (grignon d’olive brut) correspond a du grignon tel qu’il a été récupéré de

[’huilerie.
3.2- Le marc de café

Les grains de café dont est issu le marc de café (MC) sont toujours moulus finement

pour le café vendu sur le marché algérien. Le marc est donc utilisé tel quel.

3.3- Supplémentation des substrats par la paille

Afin d’améliorer la croissance mycélienne et les rendements de POC et POL, les
substrats testés (GOB, GOI et GOS) ont été supplémentés par de la paille de blé a raison de
10% et 20% de paille. Le marc de café, quant a lui, a été supplémenté par 10 et 50 % de
paille (Mansour-Benamar et al, 2014). Pour optimiser le pH, 2% de carbonate de calcium

sont ajoutés dans les substrats.
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3.4- Préparation des boites de Pétri

La préparation des boites de pétri pour I’estimation de la croissance mycélienne d’un
champignon nécessite plusieurs étapes représentées dans la figure36.

Humidification du substrat de culture

\

Traitement thermique du substrat puis refroidissement

U

Répartition des substrats dans des boites de Pétri stériles de
90 mm de diametre (40g/boite)

\/

Inoculation des substrats avec trois grains du blanc fabriqué

4

Incubation des boites ensemencées

\/

Suivi de la croissance mycelienne des souches de champignons

\/

Mesure de la croissance mycélienne sur chaque boite de Pétri

Figure 36: Protocole utilisé pour I'évaluation de la croissance mycélienne en boite de Pétri

3.4.1- Humidification du substrat de culture
Humidification du substrat de culture a été faite par additon d’eau a raison de :

- 350ml d’eau distillée/kg GOB
- 450 ml d’eau distillée/kg GOI
- 250ml d’eau distillée/kg GOS
- 400ml d’eau distillée/kg MC
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Dans les cas de supplémentation par la paille, cette derniere est trempée dans de I’eau
courante, la veille en fin de journée puis mise a égoutter pendant une heure a deux heures,

le lendemain, avant d’étre mélangée au substrat, au taux fixe.

3.4.2- Traitement thermique et répartition des substrats dans des boites de Pétri

Apres humidification de chaque substrat et incorporation de la paille égouttée au taux
désiré pour les substrats supplémentés par la paille sont introduits dans des sachets en
polyéthyléne (stérilisables) a raison de 1kg de substrat chacun puis fermés. Les sacs sont
soumis a pasteurisation au four Pasteur a 60°C pendant 24 heures réparties en deux fois
douze heures espacées de 12 heures.

La deuxiéme méthode consiste a faire subir aux différents substrats un traitement

thermique a la vapeur d’eau dans un couscoussier pendant 1 a 2 heures.

Apreés refroidissement, les substrats sont répartis aseptiquement dans des boites de

Pétri a raison de 40g de substrat par boite.

3.4.3- Inoculation des substrats

Chaque boite de Pétri est inoculée par trois grains d’orge bien enrobés de mycélium
(blanc secondaire) et sont disposés a équidistance (autant que possible) les uns des autres
(fig.37), avec 10 répétitions par souche et par substrat. Cinq trous d’aération (un au centre et
4 répartis régulierement sur la périphérie) sont pratiqués sur les couvercles des boites a I’aide

d’une aiguille chauffée.

Figure 37: Boites avec substrat seul (A) et substrat inoculé par 3 grains de blanc (B)
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3.4.4- Mesure de la croissance mycélienne

Nous avons suivie et délimité la surface des substrats colonisée par le mycélium en
croissance. A 1’aide d’un papier transparent, les contours de chaque colonie mycélienne
développée a partir des grains de blancs ensemencé sont relevés au 3°™ jour d’incubation
puis au 6°™ jour d’incubation puis reportés sur du papier millimétré. Les carreaux comptés

donnent la surface occupée par le mycélium en mm?2,
3.4.5- Analyses physico-chimiques

Les mesures de pH, des taux d’humidité, des quantités de matiere seche, de cendres et
de matiére organique dans les substrats de culture des deux souches de pleurote ont été
réalisées selon les techniques utilisées par Mathieu & Pieltain (2003). Les résultats présentés

sont des moyennes de trois répétitions.

3.4.5.1- Mesure du pH dans les substrats de culture :

Dans un bécher, a 20g de substrat de culture sont ajoutées 50 ml d’eau distillée. Pour

chaque bécher, trois mesures de pH sont relevées a 10 min d’intervalle

3.4.5.2- Mesure de I’humidité et des matieres séche, minerale et organique

La matiere fraiche (MF) est formée par 1’eau (H) et la matiere séche (MS)
MF=H+MS

La matiere séche est obtenue par séchage a 60°C des échantillons jusqu’a

stabilisation de leurs poids. Elle est estimée en pourcentage de matiére fraiche :
MS (% MF)= (PS/PF)*100.
Elle est formée par la matiere organique (MO) et la matiere minérale (MM)
MS = MO + MM.
L’humidité est également estimée en pourcentage de MF
H (%) = [(PF-PS)/PF] x100

avec H% : taux d’humidité en pourcentage ; PF: poids frais de substrat; PS : poids

sec de substrat.
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La matiére minérale ou cendres est le résidu obtenu apres incinération de la matiere
séche a 550°C pendant 4h30min jusqu’a combustion compléte de la matiére organique. Elle
est estimée en pourcentage de matiére séche.

La matiére organique est estimée par soustraction de la MM de la MS :

MO (% MS)=MS (%) — MM (%0). Elle est estimée en pourcentage de matiére seche
3.4.6- Dosage de I’azote total aprés fractionnement chimique des substrats

3.4.6.1- Fractionnement chimique des substrats

Le fractionnement chimique des substrats de culture permet de suivre 1’évolution de
la matiere organique au cours de sa transformation par les microorganismes. Il permet
d’évaluer la masse de matiere présente dans trois compartiments (fraction hydrosoluble,
fraction soluble dans I’acide a chaud et fraction résiduaire ou récalcitrante) correspondants
a des niveaux de déegradabilité décroissants (Savoie et al, 1996a). Le protocole est présente
dans la figure 38.

Sont concernées par ce fractionnement, des cultures en boite de Pétri de POC et POL

agées de 10 jours et 24 jours.

Les résultats sont exprimés en gramme de poudre extraite par gramme de poudre

initiale.
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EXTRACTION 1g de poudre de substrat + 20 ml H.O

/\
U

AQUEUSE ﬂ

Aaqitation 1heure sur roue de Boischaut

v

+30 ml d’eau + Agitation 1h sur roue de Boischaut

@n de centrifugation a 11500 tours/min, QD

Filtration sur verre frité n°2 et récupération duD

J

Séchage a 80°C pendant 48 h et pesée

f\
U

;
U

|
U

EXTRACTION @

ACIDE
QOmg du culot séché + 20 ml acide squuriquD

Filtrer sur verre fritté taré

1l

Séchage a 80°C pendant 48 h et pesée

i
il

Figure 38: Protocole du fractionnement chimique des substrats: I'extraction aqueuse et extraction acide

109




PARTIE B : PARTIE EXPERIMENTALE.

3.4.6.2- Dosage de I’azote total

Le dosage de I’azote a été réalisé sur les fractions chimiques obtenues précédemment
selon Dorich et Nelson (1983). Le protocole est résumé dans la figure 39. La méthode
consiste en une minéralisation de l'azote organique par l'acide sulfurique en présence d'un

catalyseur puis le dosage de 1’azote ammoniacal total.

200 mg de poudre de substrat

+ 4 ml d’H20 permutée
+5 ml H2SO4 a 95%

+4 ml H202 a 30%

[I\/IINERALISATION}

1h30 min a 360°C

[ Récupérer et ajuster a 100 ml avec H.O permutée }

DOSAGE DE . - _
[ L’ AMMONIUM J Diluer au 1/10 les echanD

500 pl échantillon + 150 ul EDTA+
1,5 ml NaOHO0.1N +250 pl phénol-
nitroprussiate + 500ul hypochlorite

Lecture de la densité optique a 636 nm >

Figure 39: Protocole du dosage de I'azote total

Une gamme étalon est préparée a partir d’une solution meére, elle-méme préparée a
partir d’une solution stock (0,7076 g (NH4)2SO4 dans 100 ml d’eau milliQ). A 0,5 ml de la

solution stock sont ajoutées 50 ml d’H2SO4 dilué & 0,5% (volume/volume).
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3.4.7- Dosage de la cellulose brute.

Le dosage de la cellulose brute a été réalisé par 1’Office National de 1’Aliment du

Bétail (ONAB).

La méthode utilisée est celle de Weende qui se résume en deux hydrolyses, I’'une acide
et I’autre alcaline, séparées par une filtration et un rincage a l'eau chaude. Le résidu sec

constitue les fibres brutes qui comprennent la cellulose, I'némicellulose et la lignine.

3.4.8- Dosage des enzymes extracellulaires produites dans les substrats

Les protocoles ont été adaptés a partir de travaux de Mata et Savoie (1998) et Savoie
et al. (1996b).

3.4.8.1- Préparation des extraits enzymatiques

Les substrats ensemencés avec le blanc ont éte prélevés a différents moments de la

croissance végetative de POL et POC.
Certains échantillons ont été congelés a -80°C puis lyophilisés.

Pour I’obtention de I’extrait enzymatique, 20g de substrat frais sont placés dans des
piluliers de 80 ml auxquels sont ajoutés 20 ml d’eau permutée. Les piluliers sont ensuite
fixés sur la roue de Boischaut qui tourne a une vitesse de 50 tr/min, pendant 20 min. Aprés
filtration sur une toile a bluter (porosité 0,37mm), le filtrat est récupéré puis centrifuge
pendant 10 min a 12000 tr/min a 4°C. Le surnageant (1’extrait enzymatique) est récupéré

dans des tubes en plastique et placé dans la glace pour une utilisation immédiate.

3.4.8.2- Dosage de I’activité hydrolase

Le dosage de I’hydrolyse du Diacétate de fluorescéine (FDA) peut Etre réalisé
directement dans les substrats. Presque tous les microorganismes libérent la fluorescéine a
partir du FDA grace a des estérases liées au métabolisme primaire. La mesure de cette
activité in situ permet d’estimer les variations de la biomasse microbienne totale présente
dans un milieu naturel. On estime en fait une activité métabolique associée a une biomasse
(LesStan et al, 1991).
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La solution de FDA (Di acétate de fluorescéine) est préparée a partir d’une solution
meére de FDA (2mg FDA/ml acétone) diluée dans du tampon phosphate 60 mM pH 7.6 (TP)
a raison de 2ul de solution mére de FDA par ml de TP (fig. 40).

Essais Témoins
Pilulier de 25 ml : Pilulier de 25 ml :
0,20 g de substrat broyé 0,20 g de substrat broyé
+5 ml de solution de FDA +5 ml de tampon phosphate
60 mM pH7,6

<

Incubation au bain-marie & 40°C pendant 30 min

|
!

<

+ 5 ml acétone, agiter et laisser 5 min

/\
U

<

Transferer 1ml dans les tubes coniques
(2 tubes/pilulier)

i
/

<

Centrifugation a 6000 tr/min pendant 10 min

@

Lecture de la densité optique a 490 nm

|
U

\

Figure 40: Protocole du dosage de I'activité hydrolase par hydrolyse du FDA
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3.4.8.3- Dosage des activites enzymatiques glycosidases

Les activités enzymatiques glycosidases ont été mesurées en utilisant leurs substrats
appropriés et une incubation faite a 30°C selon Wood & Goodenough (1977). Les activités
testées sont les activités xylosidase (Xyl), mannosidase (MAN), B-glucosidase (B-GLU), B-
galactosidase (B-GAL), B-N-Acétyl-glucosaminidase (NAG) (fig. 41).

p-nitrophényl-p-D-glucopyranoside a 0,1%

p-nitrophényl-p-D-galactopyranoside a 0,1%

1000 pl de substrat

p-nitrophényl-p-D-xylopyranoside a 0,1%

d’enzyme i
p-nitrophényl-p-D-mannoopyranoside a 0,05%
+ p-nitrophenyl-B-D-glucosaminidine & 0,1%

200 pl d’extrait
enzymatique

Incubation 60 min a
35°C

+ 1000 pl de carbonate de
sodium (Na2COz) a 4%

Lecture de la densité optique a 412 nm >

Figure 41: Protocole du dosage des activités enzymatiques par la libération de phospho-
nitrophénol: B-galactosidase (B-GAL), B-glucosidase (B-GLU), p-mannosidase (B-MAN), B-
xylosidase (B-XYL), B-N-Acétyl-glucosaminidase (NAG)
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3.4.8.4- Dosage de I’activité enzymatique protéase (PRO)

L’activité PRO a été dosée dans du tampon phosphate de sodium (0,05M pH7) en

utilisant de I’azocoll, selon le protocole de Jones & Grainger (1983) présenté dans la fig.42

250 pl d’extrait enzymatique
+

500 pl de tampon phosphate de sodium 0,05 M H7
+

5 mg azocoll

Incubation 3 h a 35°C

v

1 ml d’eau permutée

v

Centrifugation a 4°C pendant 10 min a 10 000 tr/min

YRVEY

\

N

Préléevement du surnageant

\

Lecture de la densité optique a 520 nm

V

Figure 42: Protocole pour le dosage de I'activité protéase (PRO) par la solubilisation de I'azocoll

3.4.8.5- Dosage des activités enzymatiques laccase (LAC)

Les activites LAC ont été mesurée dans du tampon citrate 0,1 M pH3. Les activités

ont été déterminées en suivant I'augmentation de la densité optique a 436 nm, par

I’oxydation de I’ABTS (acide 2,2’-azino-bis 3-éthylbenzothiazolinz—6—sulphonique)

(fig.43).
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ESSAI :
0,6 ml d’ABTS
0,145 ml d’eau

U

TEMOIN :
0,6 ml d’ABTS
0,645 ml d’eau

\

[ Incubation a 32°C pendant 45 min ]

U

Lecture de la densité optique a 436 nm

>

Figure 43: Protocole du dosage de I'activité laccase de POC et POL a 24 jours d'incubation

4- CULTURE DES DEUX SOUCHES DE PLEUROTES : POC ET POL

4.1- Phase végétative des deux souches de pleurote: Préparation, inoculation et

incubation des substrats

Les substrats utilisés sont le marc de café et le grignon d’olive, supplémentés ou non

par de la paille de blé, fractionné ou non pour le grignon d’olive. Pour améliorer le pH, 2%

(poids/poids) de carbonate de calcium sont ajoutés, sauf dans I’essai sur le marc de café et

le grignond’olive bruts.

La préparation des substrats a été réalisée de la méme maniere que pour les cultures

en boites de Pétri sauf pour le traitement thermique qui, par commodité, a été fait a la vapeur

d’eau, dans un couscoussier (fig.44).
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Couscoussier
+ substrat

Marmite +
eau en
ébullition

Figure 44: Traitement thermique du substrat a I'aide d'un couscoussier

A : Couscoussier (marmite + couscoussier proprement dit) placé sur un réchaud allumé
B : substrat traversé par la vapeur d’eau.

Apres refroidissement des substrats, chacun d’eux a été inoculé par du blanc au taux
de 7% (poids/poids). Les substrats lardés sont répartis dans des sachets de congélation neufs.
Deux formes ont été données aux blocs de culture : lors des premiers essais, une forme en
paton en faisant simplement un nceud au sachet contenant le substrat (fig.46-A) et par la suite

une forme parallélépipéde rectangle a I’aide d’une corbeille (fig.45).

Figure 45: Mise en forme des blocs de culture des souches POC et POL
en parallélépipéde rectangle

L’incubation a ét¢é faite a une température d’environ 25°C, sur des étageres métalliques

achetées ou récupeérées et dans des enceintes de réfrigérateurs réformés (fig.46).

Au début et a la fin de cette phase végétative des deux souches de pleurote, certains

parametres comme le pH, la matiére seche et les cendres ont été mesurés (voir § 3.4.5.).
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Aprés un certain temps d’incubation (1 a 2 semaines) les sacs de culture sont perforés

aseptiquement a ’aide d’une aiguille trés fine chauffée au rouge.

Suite a ces perforations, les sacs sont réguliérement alimentés en humidité, a 1’aide

d’un brumisateur et au besoin par pulvérisation d’eau.

Figure 46: Dispositifs utilisés pour la culture de POC et POL.

(A) : Etagére avec les cultures de pleurote en forme de patons, (B) : Etagere avec les cultures de
pleurote, recouverte par un sac gris avec brumisateur pour assurer I’humidification, (C) : Blocs de
cultures disposés sur deux étageres (bleue pour POL, rose pour POC) recouvertes par du
cellophane, avec un brumisateur entre les deux pour maintenir ’humidité. L’obscurité est
maintenue par des rideaux épais tirés, (D) : Utilisation d’un réfrigérateur réformé comme chambre
de culture
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4.2- Phase de la fructification

4.2.1- Choc thermique

Généralement, I’apparition des premiers primordia a marqué la fin de la période
d’incubation. Les blocs de culture ont alors subis un choc thermique : ils ont été plongés
dans de I’eau froide (15°C) pendant 15 a 20 min, afin de stopper la croissance mycelienne
et favoriser I’apparition des primordia (fig.47). Ensuite les blocs de culture ont été transférés
dans une petite salle ou une humidité de 80 a 90% a été maintenue grace a ’utilisation du
brumisateur et ’arrosage des blocs de culture avec de I’eau froide (4°C). La température
relativement basse (20°C) a été maintenue grace a I’utilisation, au besoin de la glace disposée

a proximité des blocs de culture. Une photopériode jour/nuit a été appliquée.

Figure 47: le choc thermique : Les blocs de culture sont plongés dans une froide. Des bouteilles
d’eau gelée maintiennent la fraicheur de I'eau des bacs.

4.2.2- Recolte des carpophores et évaluation des rendements

Une fois les champignons ou carpophores bien développés, nous avons procédé a leur
récolte manuellement. Les champignons cueillis étaient comptés et pesés. Leur poids a été
exprimé en grammes. Les mesures du diametre moyen des chapeaux ainsi que la largeur et
la longueur des pieds ont été réalisées a I’aide d’un métre ruban et exprimées en centimétres
(fig. 48).
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Figure 48: Pesée et mensuration des carpophores

Pesée de la récolte de champignons (A); Mesure du diametre du chapeau (B) ; Mesure et de la
largeur du pied du carpophore (C) ; Mesure de la longueur du pied du carpophore (D)

Les rendements en champignons ont été¢ exprimés par I’efficience ou I’efficacité
biologique de POC et POL (en pourcentage). L’efficience biologique est donnée par le poids
frais de la récolte totale en carpophores rapporté au poids sec initial du substrat, le tout

multiplié par cent.

5- ANALYSE STATISTIQUE DES RESULTATS

Les principaux résultats obtenus sont soumis a une analyse statistique. Ces analyses

ont été réalisées a l'aide du logiciel "R" "version 3.2.0".

L’analyse statistique de la variance (ANOVA) est utilisée lorsqu’il y’a normalité des
résidus et égalité de variances ; lorsque cette analyse montre une différence significative,
elle est complétée par le test de Newman Keuls (NK) au seuil de 5%. Le test NK permet de

constituer des groupes homogeénes de traitement par comparaison de moyennes.
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Dans le cas contraire, quand les conditions de réalisation de 'ANOVA, a savoir la
normalité des reésidus et I'égalité des variances, n'étaient pas remplies, le test non
paramétrique de Kruskal et Wallis (ou 'ANOVA de Kruskal et Wallis) a été utilisée pour

comparer les échantillons selon les facteurs étudiés.

La normalité des résidus a été verifiée par le "test de Shapiro" alors que I'égalité des
variances a été vérifiée par le "test de Bartlett"

Pour une visualisation graphique des résultats, les boites de dispersion (boites a
moustache) ont été utilisées sur les différences observées statistiquement.

Un autre type de graphique qui met en évidence l'erreur standard de la moyenne
(intervalle de confiance de la moyenne) a été également utilisé.

Les analyses sont a deux, trois, quatre ou cing facteurs.
Si la probabilité (P) est :

- >0,05 les variables montrent une différence non significative ( )
- <0,05 les variables montrent une différence significative (*)
- <0,01 les variables montrent une différence hautement significative (**).

- <0,001 les variables montrent une différence trés hautement significative (***).
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| - RESULTATS.

1- PRODUCTION D’INOCULUMS SUR MILIEUX DE CULTURE GELOSES

1.1- Isolement du mycélium dicaryotique de la souche locale de Pleurote et

repiquage du mycelium de la souche commerciale.

Le mycélium dicaryotique de POL a été isolé sans grandes difficultés (fig. 49) sur
le milieu de culture Pomme de terre — Dextrose — Agar. Il est de couleur blanche et

d’aspect cotonneux.

Figure 49: Mycélium dicaryotique de la souche locale de pleurote sur milieu PDA

Dans la figure 50 sont présentées les deux formes de culture de POC (D) et de POL
(C), les cultures sur gélose inclinée que nous avons I’habitude d’utiliser pour la
conservation des souches et les cultures en boite de Pétri, plus faciles a découper en
implants, que nous avons couramment utilisé au laboratoire pour la multiplication de

mycéliums.
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Figure 50: Mycéliums dicaryotiques de POC (D) et de POL (C) repiqués sur milieu PDA, en
boite de Pétri et sur gélose inclinée dans les tubes a essai ; (A): Inoculum ; (B) : Mycélium

1.2- Sélection de milieux de culture favorables par I’estimation de la croissance

mycélienne

Les résultats concernant la croissance mycelienne en boite de Pétri de POC et POL
sont regroupés dans le tableau 14. L’analyse statistique de Kruskal & Walis a révélé que
les deux souches de pleurote n’ont pas présenté de différence significative entre elles
(tab.15) concernant leur croissance mycelienne sur les trois milieux gélosés testés, a
savoir les milieux ODD, PDA et RC. Par contre, leurs vitesses de croissance sur les trois
milieux présentent des difféerences hautement significatives (tab15). C’est sur le milicu
RC que la meilleure croissance a été obtenue (Tab.14 ; fig.51). Sur RC la vitesse de
croissance des deux souches de Pleurote est identique avec 9,75 mm/jour. C’est la
premiére fois que nous avons obtenu une égalité de croissance mycélienne entre les deux

souches de pleurote.

Le milieu Oddoux est le moins favorable au développement du mycélium de POC
et POL

Tableau 14: Estimation de la croissance mycélienne et de la vitesse de la croissance
mycelienne de POC et POL sur milieux ODD, PDA et RC, aprés 8 jours d’incubation

Unité de mesure
cm cm/jour
Milieu de culture POC POL POC POL
OoDD 569+1,48 | 6,76 +0,42 0,7113 0,8453
PDA 7,30+0,73 | 6,60+0,71 0,9125 0,8254
RC 78+1,03 | 7,8+1,03 0,9750 0,9750
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Diam

QDD PDA R

M

Figure 51: Boite de dispersion de la variable croissance mycélienne de POC et POL sur milieux
Oddoux, PDA et RC

Tableau 15: Résultats du test de Kruskal et Wallis appliqué aux diamétres moyens des
colonies mycéliennes des souches de pleurote POC et POL sur les trois milieux de culture,
Oddoux (ODD), Pomme de terre-Dextrose-Agar (PDA) et Raper Complet (RC) aprés 8
jours d’incubation

Factor ddl Chi-squared | P-value Result
Souche 1 0,9816 0,3218

Milieu de culture | 2 13,2254 0,001343 | **

* :Significatif, ** : hautement significatif, *** : trés hautement significatif

2- FABRICATION DU BLANC DE CHAMPIGNON

2.1- Blanc primaire et blanc secondaire

Dans la figure 52, sont présentés les blancs primaires et les blancs secondaires des
deux souches de pleurote en huitre POC et POL. Les sacs de culture sont soit fermés a
I’aide d’agrafes (fig.52-A) soit a I’aide de trombones (fig.52- B et D), soit a ’aide d’un
goulot bouché avec du coton recouvert par du papier bleu pour POL et du papier
aluminium pour POC (Fig.52-C).
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Figure 52: Le blanc de pleurote en sac agrafé ou en sacs avec goulot.

Blancs primaires de POC et POL agé de 18 jours (A) ; Blancs secondaires de POC et POL agés
de 11 jours (B) et (D) ; Blancs secondaires de POC et POL agés de 4 semaines (au premier plan
se trouvent des cultures mycéliennes en boite de Pétrie de POC et POL agées d’un mois) (C).

2.2- Influence de ’humidité, du pH, de la température et du temps d’incubation

sur ’envahissement des grains d’orge par les mycelia des deux souches de pleurote

Les résultats relatifs aux tests réalisés sur I’influence des quatre facteurs, souche de
pleurote (POC et POL), température d’incubation (22°C, 25°C ou 28°C), la quantité d’eau
a ajouter a I’orge (40 ou 50 ml d’eau distillée) et le pH (6,5, 7,5 ou 8,5) sur la fabrication

du blanc primaire, sont présentés dans les figures 53 a 55 et les tableaux 16 et 17.
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Figure 53: Deux illustrations sur I'influence des facteurs, souche de pleurote, température,
humidité et pH sur le blanc primaire au 62 jour d’incubatio.
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Tableau 16: Taux de colonisation de I'orge (+ écart- type) par le mycelium de POC et POL en fonction
du pH, de I'humidité et de 1a température et du temps d’incubation

pH Température Humité temps POC POL
J6 16,67 +2,89 10 = 0,00
H40 ]9 36,67 + 2,89 26,67 +2,89
16 23,33 + 2,89 10 + 0,00
T22 H50 J9 36,67 £11,55 21,67 £2,89
16 17,33 £4,62 10 + 0,00
H40 19 21,67 = 2,89 20 + 0,00
J6 30 £ 0,00 10, 0,00
T25 H50 ]9 60 + 0,00 26,67 +2,89
J6 16,67 + 2,89 11,33 +1,15
H40
28 ]9 28,33 + 2,89 28,33 +£2,89
H50 0 16,67 £ 2,89 20,67 +7,51
pH6,5 19 46,67 + 2,89 48,33 + 2,89
J6 21,67 5,77 10 * 0,00
H40
J9 31,67 + 2,89 30 + 0,00
T22
16 19 +9,64 10 = 0,00
H50
19 31,67 + 24,66 20 + 0,00
H40 16 26,67 5,77 18,33 +10,41
]9 43,33 £11,55 33,33 +15,28
pH7.,5 T25
16 10 +0,00 14 + 5,29
H50
J9 15 +0,00 20 + 0,00
J6 18,33 £ 5,77 11,33 1,15
H40
T28 ]9 38,33 £18,93 23,33 +2,89
16 12,33 + 2,52 10 + 0,00
H50
]9 16,67 + 2,89 18,33 2,89
16 25 +0,00 10 + 0,00
H40
T22 J9 38,33 + 2,89 26,67 +2,89
J6 15,67 £ 8,14 10 = 0,00
H50
]9 20 + 8,66 21,67 +2,89
H40 16 18,33 + 2,89 13,33 +5,77
J9 28,33 = 2,89 28,33 +£2,89
pHS8,5 T25
16 16,67 + 2,89 10 + 0,00
H50
J9 25 +0,00 25 + 0,00
16 18,33 +£ 2,89 15 + 0,00
H40
28 ]9 41,67 + 5,77 25 + 0,00
H50 16 26,67 5,77 11,67 +2,89
J9 48,33 + 2,89 48,33 +£2,89

Le test de Kruskal &Wallis (tab.17) a révélé une différence tres hautement
significative dans la colonisation des grains d’orge par les mycelia des deux souches de

pleurote en huitre POC et POL et entre les deux temps d’incubation (6° et 9¢ jours).

La surface visible colonisée par POC est nettement plus grande que celle envahie
par POL.

Comme cela était attendu, la croissance mycelienne des deux souches de pleurote

est plus importante au 9° jour d’incubation.
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Figure 54: Boite de dispersion de la variable taux (%) de surface d'orge colonisée par le
mycélium de POC et POL en fonction du pH, de I’humidité, de la température et du temps

d'incubation
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Figure 55: Valeurs moyennes (+ erreurs standards) des taux d'envahissement (%) de I'orge par
les mycelia de POC et POL en fonction du pH, de I'humidité et de la température et du temps
d'incubation
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Les trois températures d’incubation testées (22, 25 et 28°C) sont favorables a la
croissance de POC et POL ; I’analyse statistique n’a pas révélé de différence significative
méme si la boite de dispersion a révélé une meilleure homogénéité des résultats a 28°C;
cette analyse a, également, révélé que c’est a 22°C que les valeurs de la variable
« température d’incubation » sont le plus dispersées et que 1’on retrouve des taux

d’envahissement les plus bas (Fig 54 et 55).

Il n’y a pas de différences significatives liées aux trois pH et aux deux volumes

d’eau utilisés (tab.17; fig. 54et 55).

Les surfaces moyennes envahies par les mycelia de POC et POL accompagnées des
erreurs standards présentées dans la figure 55 mettent bien en reliefs les différences réelles
(entre les deux souches de pleurote en huitre et entre les deux temps d’incubation) ou
apparentes (respectivement entre les autres facteurs étudiés: pH, température et humidité).

Tableau 17: ANOVA de Kruskal & Wallis sur I'influence du pH, du taux d'humidité et de la
température et du temps d'incubation sur le développement du blanc primaire

Facteur ddl | chi-squared P-value Résults
Souche 1 20,9801 0,000004641 iolaied
pH 2 3,8628 0,1449

Température 2 1,3436 0,5108

Humidité 1 2,1747 0,1403

Durée d'incubation 1 93,4162 <2,2e-16 okl

* Significative, ** Hautement significative, *** Trés Hautement significative.

3- ETUDE DU COMPORTEMENT DES DEUX SOUCHES DE PLEUROTE SUR
SUBSTRAT EN BOITE DE PETRI

3.1- Fractionnement du GOB en GOl et GOS

Le tamisage du grignon d’olive (GOB) a permis de diviser le grignon d’olive brut
en deux fractions, I’'une riche en pulpe (GOI) et ’autre riche en noyau (GOS) (fig.56).
GOl et GOS représentent, respectivement, 63,17% et 36,83% du GOB.
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Figure 56: Le grignon d'olive brut (GOB) et ses deux fractions GOl et GOS

3.2- Culture de POC et POL sur substrats en boite de Pétri

3.2.1- Mesure de la croissance mycélienne des souches de pleurote sur substrats

en boite de Pétri

Dans la figure 57 sont présentés quelques substrats utilisés

Figure 57: Quelques-uns des substrats utilisés: Marc de café (MC), Paille coupée (P), mélange
grignon d'olive-CaCO3- Paille (GOBP10) et GOBP10-blanc de pleurote

Malgré une apparente différence entre les surfaces des substrats colonisées par POC
et POL (fig. 58 a 61), ’analyse statistique de Kruskal & Wallis (tab.18) n’a pas révélé de
différence significative dans le comportement des deux souches de pleurote POC et POL.

Par contre, Il existe une différence trés hautement significative entre les deux temps
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d’incubation fixés, 3° jour et 6° jour de culture, ce qui signifie que POC et POL ont bien
POUSSE.

Entre les substrats, la différence est significative (tab.18) mais c’est surtout entre
GOBP10 et GOB et entre GOBP10 et MC que les différences sont les plus importantes
(tab.19). On peut dire que les croissances optimales de POC et POL a été obtenu sur le
grignon d’olive additionné de 10% de paille et que la plus mauvaise croissance
mycélienne a été obtenue sur le grignon d’olive et le marc de café non supplémentés par

la paille.

Quelques illustrations des résultats de I’expérience sont regroupées dans les figures
58 et 59.

Figure 58: Cultures mycéliennes en boite de pétri des deux souches de pleurote POC (en rouge)
et POL (en noir) agées de 24 jours.

Trois courbes délimitent chaque grain de blanc : le cercle central délimite le grain de blanc, le
cercle médian correspond a la limite du mycélium au 3¢ jour d’incubation et la courbe externe
correspond a la limite du mycélium au 6° jour d’incubation

[T : Témoin (substrat non inoculé) ; A : Marc de café ; B : Grignon d’olive ; C : Grignon d’olive
inférieur ; D : Grignon d’olive supérieur]
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Les boites de Pétri qui contiennent 10% de son de blé ont présentées une grande
sensibilité aux moisissures. Le développement de ces derniéres, dans certaines boites a
été explosif. L expérience avec le son de blé n’a pas été poursuivie ; ces cultures ont été
éliminées de la suite des analyses. Ce sont surtout les substrats inoculés par la souche
POL qui ont présenteé une forte sensibilité aux contaminations (Fig.59).

Figure 59: Culture en boite de Pétri des souches de pleurote POC et POL sur grignon d'olive
+10% paille et grignon d'olive +10%paille de blé +10% son de blé .

POC en rouge, POL en bleu et les boites d’aspect sombres sont contaminées
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Figure 60: Boite de dispersion des surfaces colonisées par le mycélium en fonction des souches
de pleurote (POC et POL) et des substrats testés et du temps d’incubation
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Figure 61: Valeurs moyennes (+ écarts standards) des surfaces colonisées par les souches de
pleurote POC et POL sur les substrats testés

Tableau 18: Résultats du test de Kruskal & Wallis appliqué au taux de colonisation des

substrats par POC et POL aux deux temps d’incubation (3 et 6 jours)

ddl chi-squared P-value Résultat
Souche
1 0,5109 0,4747
Substrat
10 22,2533 0,01386 *
Temps
1 197,2593 2,20E-16 foleel
*Significative, ** Hautement significative, *** Trés Hautement significative.
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Tableau 19: Test de Dunn appliqué la colonisation des substrats testés par POC et POL aux
deux temps d’incubation (3j et 6jours)

Multiple comparison test after Kruskal-Wallis

Comparisons obs.dif | critical.dif | difference |Comparisons obs.dif critical.dif difference
G0B-GOBP10 65,17 1312 TRUE  |GOI-GOIP10S10 11,90 7312 FALSE
G0B-GOBP10510 4381 7312 FALSE  [GOI-GOS 15,56 7312 FALSE
GOB-GOI 21,06 7312 FALSE  [GOI-GOSP10 12,08 7312 FALSE
GOB-GOIP10 6,15 7312 FALSE  [GOI-GOSP10510 2,19 7312 FALSE
GOB-GOIP10S10 9,17 73,12 FALSE  |GOI-MC 3744 73,12 FALSE
GOB-GOS 550 7312 FALSE  [GOI-MCP10 11,9 7312 FALSE
GOB-GOSP10 8,98 7312 FALSE  {GOIP10-GOIP10S10 3,02 7312 FALSE
G0B-GOSP10510 1,13 7312 FALSE  |GOIP10-GOS 0,65 7312 FALSE
GOB-MC 16,38 7312 FALSE  |GOIP10-GOSP10 2,83 71312 FALSE
GOB-MCP10 32,98 7312 FALSE  [GOIP10-GOSP10510 721 7312 FALSE
GOBP10-GOBP10S10 21,35 7312 FALSE  {GOIP10-MC 252 7312 FALSE
GOBP10-GOI 44,10 73,12 FALSE |GOIP10-MCP10 26,83 73,12 FALSE
GOBP10-GOIP10 59,02 7312 FALSE  [GOIP10510-GOS 3,67 71312 FALSE
GOBP10-GOIP10510 56,00 73,12 FALSE |GOIP10S10-GOSP10 0,19 73,12 FALSE
GOBP10-GOS 59,67 7312 FALSE  {GOIP10510-GOSP10 10,29 7312 FALSE
GOBP10-GOSP10 56,19 7312 FALSE  {GOIP10510-MC 25,54 7312 FALSE
GOBP10-GOSP10S10 66,29 73,12 FALSE  [GOIP10510-MCP10 2381 73,12 FALSE
GOBP10-MC 81,54 1312 TRUE  |GOS-GOSP10 3,48 7312 FALSE
GOBP10-MCP10 32,19 73,12 FALSE  {GOS-GOSP10510 6,63 7312 FALSE
GOBP10S10-GOI 2,75 7312 FALSE  [GOS-MC 21,88 7312 FALSE
GOBP10510-GOIP10 37,67 7312 FALSE  [GOS-MCP10 2748 7312 FALSE
GOBP10510-GOIP10S10 | 34,65 7312 FALSE  [GOSP10-GOSP10510 10,10 7312 FALSE
GOBP10510-GOS 3831 7312 FALSE  |GOSP10-MC 25,35 73,12 FALSE
GOBP10510-GOSP10 34,83 7312 FALSE  {GOSP10-MCP10 24,00 7312 FALSE
GOBP10S10-GOSP10S10 | 44,94 7312 FALSE  {GOSP10510-MC 15,25 1312 FALSE
GOBP10510-MC 6019 | 7312 | FALSE |GOSP0S10-MCPI0 | 34,10 B FALSE
GOBP10510-MCP10 10,83 73,12 FALSE  |MC-MCP10 49,35 73,12 FALSE
GOI-GOIP10 14,92 7312 FALSE

3.2.2- Mesure de la matiére seche dans les substrats de culture des deux souches

de pleurote

La matiére seche des substrats avant et apres culture des souches de pleurote POC
et POL sont regroupées dans le tableau 20. Il ne semble pas y avoir de différences
importantes entre le grignon d’olive avant inoculation et apres inoculation par les souches

de Pleurote POC et POL, aprés 10 jours et 24 jours d’incubation.
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Tableau 20: Estimation de la matiére seche dans le grignon d'olive (GOB) avant et aprés
inoculation, aux 10°™ et 24°™ jours d'incubation (en pourcentage de matiére fraiche)

Temps d’incubation
Substrat-Souche de pleurote 10jours | 24jours
GOB (Témoin) 51,80
GOBPOC 54,26 53,57
GOBPOL 52,75 53,53

3.2.3- Mesure des activités hydrolases dans le grignon d’olive et le marc de café

inoculés par les deux souches de pleurote apres 10 et 24 jours d’incubation.

La mesure des activités hydrolases des deux souches de Pleurotes POC et POL sont
représenté dans I’histogramme de la figure 62. Les activités hydrolases sont différentes

selon le substrat, le grignon d’olive et le marc de café.

Sur grignon d’olive, I’activité hydrolase est trés importante au 8° jour d’incubation
pour les deux souches de pleurote avec une activité plus importante pour POC estimée a
1,02 ug équivalent FDA libéré/g substrat sec /min versus 0,84 ug equivalent FDA libéré/g

substrat sec/min pour la souche POL.
Aux 13°, 18° et 24° jours d’incubation les activités hydrolases sont trés faibles.

Une reprise d’activité de méme niveau (0,23 pg équivalent FDA libérés/g substrat

sec /min) a été observée au 35° jour d’incubation pour les deux souches de pleurote.

Sur la fraction de grignon d’olive riche en pulpe (GOI) et la fraction riche en lignine
(GOS), les activités hydrolases ont été mesurées uniquement aux 24° et 35° jours

d’incubation.

Sur GOI, ces activités sont semblables a celles présentées par les deux souches de
pleurote sur le GOB au 35° jour d’incubation avec respectivement 0,25 pg équivalent
FDA libéré/g substrat sec/min pour la souche POC et 0,24 pg équivalent FDA libéré/g

substrat sec /min pour la souche POL.

Sur la fraction riche en lignine (GOS), les activités sont faibles mais c’est la souche
locale (POL) qui a présenté une meilleure activité hydrolase avec 0,14 ug équivalent FDA

libéré/g substrat sec /min.
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Sur le marc de café, les activités hydrolases sont relativement faibles entre le 7°¢ et
le 18° jour d’incubation. Elles sont de méme niveau que les activités observées sur GOB

au 35° jour d’incubation.

C’est au 24° jour d’incubation que I’activité hydrolase est la plus importante, avec
une activité meilleure pour la souche POC dans le marc de café avec une valeur de 0,63
Mg équivalent FDA libéré /g MS/min contre 0,47 pg équivalent FDA libéré /g MS/min
pour la souche POL. Ces valeurs ont diminuées au 35° jour d’incubation et cette chute
d’activité est plus importante pour POC (38%) que pour POL (34%); en effet les activités
hydrolases respectives de POC et POL sont estimées a 0,39 et 0,31 pg eéquivalent FDA
libére /g MS/min).

1,80
1,60
1,40
1,20
1,00
0,80

m POC

0,60 H POL

0,40

0,20 i

0,00 ﬁ
,,)o)\ ,\y\%@\ S '\")’\(,'\3’\ A S5

& F& TIEEIE

Substrat-Souche de pleurote-Temps d'incubation

RO TGO RAN
Q7 NV N oV oD
F L N
TS ©

ng équivalent FDA dégradé/min/gsubstrat sec

Figure 62: Mesure des activités hydrolases dans les substrats de culture des souches de pleurote
POC et POL en fonction du temps d'incubation

3.2.3.1- Mesure des activités glycosidases dans le grignon d’olive inoculé par les
deux souches de pleurote apreés 10 jours et 24 jours d’incubation.

Les mesures des activités glycosidases des deux souches de pleurotes POC et POL

sont représentées dans I’histogramme de la figue 63. Ces activités sont plus importantes
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au 24° jour d’incubation qu’au 10° jour sauf dans le cas de I’activité de B-D- xylosidase
(B —XYL) de POL qui a la méme importance au 10° et au 24° jour d’incubation.

C’est la souche locale de pleurote qui a présenté les niveaux d’activité glycosidases

les plus élevés.

L’activité enzymatique la plus importante est I’activité B-D-glucopyranosidase (-
GLU) aussi bien pour la souche POL que POC, avec des mesures d’activité B-GLU
approximativement trois fois supérieure chez POL par rapport aux activités p-GLU de la
souche POC

L’activité N-acétyl-p-D-glucosaminidase (NAG) 24j est trois fois supérieure chez

POL par rapports aux mesures obtenues avec POC.

L’activité B —XYL de la souche commerciale (POC), au 10° jour d’incubation est
semblable a celle de POL, par contre au 24° jour d’incubation cette activité est presque

nulle.

L’activité p-D- mannopyranosidase (B-MAN) est négligeable chez les deux

souches de pleurote aux deux temps d’incubation étudiés.
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Figure 63: Activités des enzymes extracellulaires extraites du grignon d'olive inoculé par les
souches de pleurote POC et POL apres 10 jours et 24 jours d'incubation exprimées en nmoles
de p-nitrophénol libérées /g de substrat sec/min
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3.2.3.2- Mesure de DPactivité protéase dans le grignon d’olive inoculé par les
souches de pleurote aprés 10 et 24 jours d’incubation

Les résultats des dosages de ’activité protéase dans le grignon d’olive inoculé par
les deux souches de pleurote POC et POL sont présentés dans la figure 64.
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Figure 64: Activité protéase dans le grignon d'olive inoculé par les deux souches de pleurote
POC et POL aprés 10 et 24 jours d’incubation

(Aszo : Absorbance a 520 nm)

Les activités PRO des deux souches de pleurote POC et POL sont différentes : alors
que la souche commerciale POC a présenté une activitt PRO nulle au 24° jour
d’incubation et une activité PRO au 10° jour d’incubation équivalente a celle présentée
par la souche POL au 24° jour d’incubation, I’activité PRO de la souche de pleurote locale

POL au 10° jour d’incubation est double par rapport a celle du 24° jour d’incubation.

3.2.4- Mesure de I’activité laccase dans le grignon d’olive inoculé par les souches

de pleurote

Les mesures de I’activité laccase (LAC) sont représentées dans la figure 65.
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Figure 65: Mesure de I'activité laccase dans le grignon d'olive inoculé par les souches de
pleurote POC et POL aprés 10 jours et 24 jours d'incubation

Les activités laccases (LAC) mesurées sur une minute sont faibles. Cependant les

activités LAC de la souche locale de pleurote sont plus importantes que celles de la souche
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commerciale POC (48,28 nmoles ABTS oxydées/min/g substrat sec vs 32.41 nmoles
ABTS oxydées/ g substrat sec /min).

3.2.5- Fractionnement chimiques des substrats de culture des deux souches de

pleurote et dosage de I’azote total

Le grignon d’olive non inoculé et le grignon d’olive inoculé par les souches de
pleurote POC et POL ont €té fractionnés en trois parties, fraction hydrosoluble, fraction
acidosoluble (soluble dans ’acide sulfurique 6N) et fraction récalcitrante ou insoluble
(tab.21).

Les résultats des dosages de I’azote dans ces trois fractions sont présentés dans le
tableau 22. L’azote total a augmenté dans le grignon d’olive suite a 1’action des deux

champignons.

L’azote hydrosoluble a nettement augment¢ tout particulierement pour POC agé de

10 jours avec 9,879 mg N/g de grignon sec vs 6,453mg N/g de grignon d’olive sec.

La quantité d’azote soluble dans I’acide sulfurique a presque doublé (11,557 mg
N/g substrat sec vs 6,326 mg N/g substrat sec) dans le grignon d’olive inoculé avec la

souche de pleurote locale (POL), aprés 24 jours d’incubation, par rapport au témoin.

Dans la fraction récalcitrante du grignon d’olive, 1’azote a 1égérement diminué sous

I’action de la souche de pleurote locale (POL) agée de 24 jours.

Tableau 21: Fractionnement chimique du grignon d'olive non inoculé (Témoin) ou inoculé
par les souches de pleurote POC et POL

Substrat-Souche

pleurote- Temps Fraction (g/g substrat initial)
incubation Insoluble Acidosoluble Hydrosoluble
GOB (Témoin) 0,5193 0,4355 0,0452
GOBPOC10j 0,5885 0,3881 0,0234
GOBPOL10j 0,5312 0,4344 0,0344
GOBPOC24j 0,5391 0,4185 0,0424
GOBPOL24j 0,5278 0,4348 0,0374

Tableau 22: Concentration en azote dans les différentes fractions du grignon d’olive
inoculés ou non (témoin) par les souches de pleurote POC et POL, aux 10° et 24° jours
d’incubation
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Substrat-Souche
pleurote-Temps

Azote (mg N/g substrat sec)

incubation Total Hydrosoluble | Acidosoluble | Récalcitrant
GOB (Témoin) 19,687 6,453 6,326 6,908
GOBPOC10j = 9,879 7,676 _
GOBPOL10j - 1,741 8,458 -
GOBPOC24j - 7,719 4,136 -
GOBPOL24j 24,833 7,562 11,557 5,714

4- VALORISATION DU GRIGNON D’OLIVE FRACTIONNE OU NON ET
SUPPLEMENTE OU NON PAR LA PAILLE DE BLE PAR LA CULTURE DES
DEUX SOUCHES DE PLEUROTE

4.1- Mesure du pH dans les substrats de culture

Le grignon d’olive (pH=5,14 + 0,08) tout comme le marc de cafe (pH= 4,85+0,07)

sont des substrats acides. L’addition du carbonate de calcium et de la paille a permis une

hausse du pH qui a avoisiné (cas de GOB) ou légerement dépasse le pH neutre (GOBP10,

GOl et GOS) (tab.23).

L’activité des deux souches de Pleurote a entrainé une acidification des substrats

(Tab.23) a la fin d’incubation des cultures.
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Tableau 23: pH initial et pH a la fin d'incubation dans les substrats de culture des deux
souches de pleurote

pH
Ala Avant
Substrat réception du moculat:)on Fin mr(:ubatlon Fin |nﬁubat|0n
substrat (avec 2% souche POC souche POL
CaCO0s)
GOB 5,14 +£0,08 6,48 + 0,06 5,61 +0,02 5,58 +0,15
GOl 5,93 £ 0,05 7,67 0,01 — _
GOS 5,96 £ 0,04 8,02 + 0,00 — _
GOBP10 5,42 £ 0,07 7,65+ 0,05 5.63 + 0,06 5,56 + 0,01
GOIP20 555+0,27 - 5,19 % 0,02 5,39 + 0,02
Paille* 7,88£0,08% | 819£027% | 6,04+015% | 5790115
* 1 source : Mansour-Benamar et al (2014)
() : Non fait

4.2- Taux d’humidité, de matiere séche et de cendres dans les substrats de culture

des deux souches de pleurote avant et apres inoculation

Les mesures des taux d’humidité et de matiéres seche et minérale sont regroupées

dans le tableau 24.

Le taux d’humidité dans les substrats de culture au départ de ’expérience, était
variable. 1l a varié de 36 % dans GOS, la fraction riche en lignine du grignon d’olive a
75,34% dans la paille de blé.

Les taux d’humidité relative ont été maintenus & un niveau relativement stable
jusqu’a la fin d’incubation malgré de légeres fluctuations entres les substrats et les deux
souches de pleurote (de 54,20% pour GOSP-POC a 69,39 % pour la paille-POL).
Cependant ces taux sont acceptables et indiquent que notre systéme d’humidification est

correct.

C’est la paille qui absorbe le plus d’eau et c’est la fraction riche en lignine (GOS)

qui retient le moins d’eau.
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La matiére seche (tab.24) dans les différents substrats est relativement stable entre

I’état initiale et 1’état final, a la fin de la phase végétative des deux souches de pleurote
POC et POL.

Quant a la matiére minérale (tab.24), elle a augmenté dans tous les substrats, a la
fin d’incubation de POC et POL. C’est la paille qui a présenté le meilleur enrichissement

en minéraux sous I’action de POC et POL, avec des taux respectif de 9,93% et 10,61% vs
2,25% dans la paille avant inoculation.
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Tableau 24: Taux d'humidité (H), de matiére séche (MS) et de cendre (MM) dans les substrats de culture des deux souches de pleurote POC et POL,
avant et apreés inoculation

Substrat Hi Hf POC Hf POL MSi MSf POC MSf POL MMi Mf POC MMf POL
(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
GOB 54,68 +0,49 | 5550+0,89 | 5561+0,48 | 4532+0,49 | 44,50+0,89 44,39+ 0,48 2,48 +£0,28 3,67 0,08 3,92+0,15
GOl 60,18+0,38 | 57,45+0,65 | 58,14+0,50 | 39,82+0,38 | 42,55*0,65 41,86 +0,50 3,65+0,16 4,67 +0,13 4,50 +£0,11
GOS 36,00+1,09 | 61,59+0,32 | 60,98+0,26 | 64,00+1,09 | 38,41+0,32 39,02 +0, 26 2,53+0,21 - -
GOBP10 63,55+0,57 | 63,39+0,15 | 64,44+0,12 | 36,54+0,57 | 36,61+0,15 35,56 + 0,12 2,26 £ 0,06 4,95+ 0,58 5,66 0,71
GOBP20 67,36 £ 0,75 63,03+0,16 | 64,81+0,31 | 32,64+0,75 | 36,97 0,16 35,19+0,31 2,51+0,09 551+0,11 5,31+0,07
GOIP20 73,19+0,78 | 57,45+0,23 | 58,14+0,31 | 26,81+0,78 | 42,55%0,23 41,86 +£0,31 3,82+0,28 5,67+0,18 550+0,21
GOSP20 48,15+ 1,71 54,20+0,10 | 55,04+0,21 | 51,85+1,71 | 45,80+0,10 44,96+ 0,21 3,08+0,29 - -
Paille* 75.34+0,08* | 65,06+0,47* | 69,39+0,49* | 24.66+0,08 | 34,94+0,47* | 30,79+0,76* | 2,25+0,16* | 9,93+0,17* | 10,61 +0,73*

*Mansour-Benamar et al, 2014 ; (-) : Non fait.
Hi: Humidité initiale ; Hf: Humidité finale ; MSi: Matiére séche initiale ; MSf : Matiere seche finale ; MMi : Matiére minérale initiale ; MMf : Matiere minérale finale
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4.3- Dosage de la lignocellulose et des protéines totales dans les grignons d’olive

Le dosage des fibres et des protéines totales a été fait a TONAB (Office National de
I’ Aliment du Bétail qui fait des prestations de service. Les résultats sont regroupés dans le
Tableau 25
Tableau 25: Dosage des protéines et de la lignocellulose (en % de Matiére seche) dans le

grignon d’olive et ses fractions, supplémentés ou non par 10% de paille, aprés 21 jours
d’incubation de POC et POL

Substrat PO Protéines totales Lignocellulose

GOB T 5,87 45,07
POL 8,11 30,51

POC 7,63 33,59

GOBP T 4,13 42,32
POL 8,53 35,85

POC 4,43 441

GOS T 1,95 48,43
POL 3,61 42,71

POC 3,27 46,3

GOSP T 1,67 45,06
POL 7,33 42,79

POC 4 44,58

GOl T 8,92 36,52
POL 8,86 33,7

POC 5,59 32,82

GOIP T 7,1 37,62
POL 8,12 37,81

POC 4,1 36,13

Il ressort de ce tableau que le tamisage a bien créé une fraction riche en lignine (GOS)
et une fraction moins riche en lignine (GOI) par rapport au grignon d’olive brut avec
respectivement 48,43 % et 36,52 % de cellulose brut versus 45,07 % dans GOB. A I’inverse
les protéines totales ont diminuée dans GOS (1,95%) et augmenté dans GOI (8,92%) versus
5,87% dans GOB.

L’addition des 10% de paille a fait diminuer de taux de lignocellulose. Cette
diminution est de 2,75% par rapport a GOB, de 3,37 % par rapport a GOS, il en est de méme
pour les protéines totales qui ont diminué de 1,74 % dans GOBP10 par rapport a GOB et de
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0,28% par rapport a GOS. Par contre, elle a permis une augmentation a la fois de la cellulose
brute de 1,1% et une augmentation de 1,82 % de protéines totale par rapport a GOI.

Concernant I’activité des deux souches de pleurote POC et POL, en dehors de certaines
valeurs que nous avons jugé aberrantes (augmentation de la lignocellulose et diminution des
protéines) et que nous avons mis en surbrillance dans le tableau 25, d’une maniére générale,
il y’a une diminution de la lignocellulose et une augmentation des protéines totales avec des

activités un peu plus importantes pour la souche locale que pour la souche commerciale.
4.4- Récolte et rendements en carpophores

4.4.1- Mensurations des carpophores

Les champignons récoltés ont été peses et mesurés. Les paramétres pris en compte
sont : le poids des champignons, le diametre moyen des chapeaux et la largeur et la longueur
des pieds des carpophores récoltés. Les valeurs moyennes accompagnees de leurs écarts type

sont regroupées dans le Erreur ! Liaison incorrecte..

Les résultats obtenus pour chaque variable ont ¢été d’abord triés a 1’aide des boites de

dispersion puis soumis a I’analyse de Kruskal et Wallis.
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Tableau 26: Poids moyen des carpophores, diamétre moyen des chapeaux et les longueur et
largeur moyennes des pieds (+ écarts types) des carpophores de POC et POL développés sur les
substrats testés

Souche [ Sub | Pdscarp(g) [Dmoy(cm). | Long. pied (cm) | Larg. pied (cm)
GOB §74+1081 | 4631190 | 316129 064105
GOl 9951900 | 5Mi21 | 314 0931051
60S 95611003 | 571245 | 3Nt104 0,70£0,46
POC |GOBPI0 | 177621529 | 6,03£217 | 308tL47 1111051
GOBP20) 4%132 | 583:1% | 287t117 0731031
GOIP20 421288 | 482¢15%5 | 28t108 067030
GOSP20 4041224 | 4772164 | 236109 06240,
GOB 6711500 | 505¢151 | 2664139 0624033
GOl 1234792 | 5161165 | 4081121 1031040
60S 10001162 | 4732162 | 309¢14 0814038
POL |GOBP10 | 1381£1077 [ 5581209 | 2724131 1081048
GOBP20 451360 | 430t174 | 2431154 05840,
GOIP20 391218 | 48117 | 248113 06610,
G0SP20 LOLLTT | 5212139 | 255:097 065£0,36

Sub : substrat, Pds carp : poids moyen des carpophores ; Dmoy : Diamétre moyen, Long :
longueur ; Larg : largeur.

4.4.1.1- Poids des carpophores

Les poids des carpophores récoltés sur les 7 substrats de culture ont présenté des écarts
types tres éleveés (tab.26) ce qui signifie que les valeurs obtenues pour cette variable, comme
il est possible de le voir dans les boites de dispersion (fig. 66), sont trés dispersées en
particulier sur GOBP10.
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L’analyse de la variance de Kruskal & Wallis (tab.27) n’a pas révélé de différence
significative entre les deux souches de pleurote en huitre, autrement dit, les carpophores de
POC et ceux de POL ont des poids semblables. Par contre, il existe une différence hautement
significative entre les poids des carpophores en fonction des substrats sur lesquels ils se sont
développés.

Le test de Dunn a permis de cibler ces différences (tab.28). Des différences de poids
existent entre les poids des carpophores formés sur tous les substrats sauf entre ceux formés
sur GOBP10 et GOI, GOBP20 et GOI, GOBP20 et GOSP20, GOI et GOS, et GOIP20 et
GOSP20.

Si I’on doit classer les carpophores par odre de poids décroissants, ¢’est sur GOBP10
que les carpophores les plus gros ont éte formes (tab.26 et fig.66-D) puis sur les substrats
non supplémentés par la paille GOB, GOI et GOS. C’est sur les substrats supplémentés par
20% de paille de blé que les carpophores de faibles poids ont été recoltés. Il ne semble pas
y avoir de différences entre eux. La diminution du poids moyen des carpophores a été

compensée par 1’augmentation du nombre de carpophores.
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Figure 66: Variable poids des carpophores.

Boxplot du facteur souche de pleurote POC et POL (A); Boxplot de la variables poids des
champignons en fonction des substrats (B) ; Moyenne et écart standard entre les poids des
carpophores de POC et POL (C); Moyenne et écart standard des poids des carpophores récoltés
sur les 7 substrats testés (D).
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Tableau 27: Variable poids des carpophores de POC et POL sur les différents substrats:
résultats de I'analyse de Kruskal &Walis pour

Poids du carpophore
Facteur ddl | chi-squared P-value Results
Souche 1 1,3495 0,2454
Substrat 6 503,304 2,20E-16 **

Tableau 28: Application du test de Dunn pour comparer les poids des carpophores obtenus sur
les 7 substrats testés sous I'action de POC et POL

Poids du carpophore
Multiple comparison test after Kruskal-Wallis: Dunn's test

Substrat Obs.dif Critical.dif Difference
GOB-GOBP10 377,96 113,05 TRUE
GOB-GOBP20 184,32 161,04 TRUE
GOB-GOI 289,23 155,86 TRUE
GOB-GOIP20 261,65 142,96 TRUE
GOB-GOS 174,02 157,25 TRUE
GOB-GOSP20 225,84 154,23 TRUE
GOBP10-GOBP20  |562,28 137,71 TRUE
GOBP10-GOI 88,73 131,61 FALSE
GOBP10-GOIP20 639,61 116,05 TRUE
GOBP10-GOS 203,95 133,25 TRUE
GOBP10-GOSP20  |603,81 129,67 TRUE
GOBP20-GOI 473,55 174,57 TRUE
GOBP20-GOIP20 77,33 163,16 FALSE
GOBP20-GOS 358,33 175,81 TRUE
GOBP20-GOSP20 41,53 173,11 FALSE
GOI-GOIP20 550,88 158,05 TRUE
GOI-GOS 115,22 171,08 FALSE
GOI-GOSP20 515,07 168,31 TRUE
GOIP20-GOS 435,66 159,42 TRUE
GOIP20-GOSP20 35,80 156,44 FALSE
GOS-GOSP20 399,86 169,59 TRUE

4.4.1.2- Diamétre moyen du chapeau des carpophores

Contrairement a la variable poids des champignons qui a présenté des valeurs assez

dispersees, celles de la variable diamétre des chapeaux des carpophores de POC et POL
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semblent présenter une distribution un peu plus homogene avec des écarts types par rapport
a la moyenne plus réduits (tab.26 et fig.67).

L’analyse de la variance de Kruskal & Wallis (tab.29) n’a pas révélé de différence
significative entre les deux souches de pleurote en huitre, autrement dit, les diamétres des
chapeaux des carpophores de POC et POL sont semblables. Par contre, il existe une
différence hautement significative entre ces diametres en fonction des substrats sur lesquels

les champignons ont été récoltés.

Pour compléter I’analyse, le test de Dunn a permis de préciser entre quels substrats
existent des différences (tab.30).

Ce sont les carpophores développés sur le grignon d’olive supplémenté avec 10% de
paille de blé qui ont presenté des chapeaux a plus large diametre (environ 6 cm). Des
différences existent entre les carpophores formés sur GOBP10 et GOB, GOBP10 et
GOBP20, GOBP10 et GOIP20, GOBP10 et GOS, GOI et GOIP20 et GOIP20 et GOSP20.

Les carpophores a trés petit chapeau ont été récoltés sur le grignon d’olive riche en
pulpe et supplémenté avec 20% de paille de blé (tab.26 et fig.67-D). La taille du chapeau est
certainement en relation a la fois avec le poids des carpophores et le nombre de carpophores

formés.

Sur la fraction riche en lignine du grignon d’olive (GOS) et GOS supplémenté avec

20% de paille de blé, les champignons récoltés ont méme diametre.
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Figure 67 : Diameétre moyen des carpophores des souches de pleurote POC et POL en fonction des
substrats.

Boite de dispersion pour le facteur souche de pleurote (A); boite de dispersion du diamétre moyen
des carpophore des souches de pleurotes en fontion des substrat de culture (B); Moyennes et écart-
standard entre les souche (C) et entre les substrats (D).
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Tableau 29: Analyse statistique de Kruskal & Walis pour la variable diamétre moyen du
chapeau des carpopphores des deux souches de pleurotes développés sur les 7 substrats

Diamétre moyen du chapeau

Facteur ddl chi-carré P-value Résultat
Souche 1 2,5017 0,1137
Substrat 6 92,264 2,20E-16 kel

Tableau 30: Résultats du test de Dunn appliqué aux diamétres moyens des carpophores de
POC et POL récoltés sur les 7 substrats testés

Multiple comparison test after Kruskal-\Wallis
Comparisons obs.dif critical.dif difference
GOB-GOBP10 218,43 113,05 TRUE
GOB-GOBP20 17,82 161,04 FALSE
GOB-GOI 143,98 155,86 FALSE
GOB-GOIP20 91,69 142,96 FALSE
GOB-GOS 50,21 157,25 FALSE
GOB-GOSP20 100,33 154,23 FALSE
GOBP10-GOBP20 200,61 137,71 TRUE
GOBP10-GOI 74,45 131,61 FALSE
GOBP10-GOIP20 310,13 116,05 TRUE
GOBP10-GOS 168,22 133,25 TRUE
GOBP10-GOSP20 118,1 129,67 FALSE
GOBP20-GOI 126,16 174,57 FALSE
GOBP20-GOIP20 109,52 163,16 FALSE
GOBP20-GOS 32,39 175,81 FALSE
GOBP20-GOSP20 82,51 173,11 FALSE
GOI-GOIP20 235,68 158,05 TRUE
GOI-GOS 93,78 171,08 FALSE
GOI-GOSP20 43,66 168,31 FALSE
GOIP20-GOS 1419 159,42 FALSE
GOIP20-GOSP20 192,02 156,44 TRUE
GOS-GOSP20 50,12 169,59 FALSE
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4.4.1.3- Longueur et largeur des pieds des carpophores

Concernant les deux variables longueur et largeur des pieds des champignons formés,
les valeurs calculées et les résultats des analyses statistiques ont été regroupées dans les
figures 68 et 69 et dans les tableaux 26, 31 et 32.

Concernant la longueur des pieds des carpophores, ’analyse statistique de Kruskal
&Wallis a mis en évidence (tab.31) une différence hautement significative entre les deux
souches de pleurote POC et POL. Les pieds des carpophores de la souche commerciale sont
plus longs que ceux de la souche locale de pleurote. Il existe également une différence
hautement significative en fonction des substrats. C’est sur GOI que les pieds des

carpophores sont les plus longs (~3,75 cm en moyenne) puis sur GOS (~3,20 cm).

Sur les autres substrats, les pieds des carpophores ne présentent pas de différence de

longueur.

Concernant la largeur des pieds des carpophores, c’est sur GOBP10 et GOI que les
carpophores ont présenté les pieds les plus larges de 1’ordre de 1,1 cm sur GOBP10 et 0,95

cmsur GOI. Le test de Dunn ne révele pas de différence sur ces substrats pour cette variable.

Il n’y a pas de différence entre la largeur des pieds des carpophores qui ont poussé sur

les substrats supplémentés par 20% de paille de blé¢ et le grignon d’olive seul.
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Figure 68: Boites de dispersion de la longueur des pieds des carpophores des souches de pleurote
POC et POL en fonction des substrats de culture et valeurs moyennes et leurs écarts standards
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Figure 69: Boites de dispersion de la variable largeur des pieds des carpophores des deux souches
de pleurotes POC et POL en fonction des substrats de culture et valeurs moyennes et leurs écarts

standards
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Tableau 31: Resultats du tes de Kuskal & Walis pour les deux variables longueur et largeur des
pieds des carpophores des deux souches de pleurote POC et POL sur les substrats de culture
testés

Longueur du pied

Facteur ddl chi-squared |[P-value Résults
Souche 1 18,602 1,61E-05 **
Substrat 6 70,996 2,55E-13 il

Largeur du pied

Facteur ddl| chi-squared P-value Résultat
Souche 1 3,112 0,07769
Substrat 6 369,658 2,20E-16 il

Tableau 32: Test de Dunn pour la variable longueur des pieds des carpophores

Longueur du pied

Multiple comparison test after Kruskal-Wallis

Substrat Obs.dif Critical.dif Difference
GOB-GOBP10 15,99 113,05 FALSE
GOB-GOBP20 50,29 161,04 FALSE
GOB-GOI 268,19 155,86 TRUE
GOB-GOIP20 44,54 142,96 FALSE
GOB-GOS 127,09 157,25 FALSE
GOB-GOSP20 125,73 154,23 FALSE
GOBP10-GOBP20 34,29 137,71 FALSE
GOBP10-GOI 284,19 131,61 TRUE
GOBP10-GOIP20 28,54 116,05 FALSE
GOBP10-GOS 143,08 133,25 TRUE
GOBP10-GOSP20 109,74 129,67 FALSE
GOBP20-GOI 318,48 174,57 TRUE
GOBP20-GOIP20 5,75 163,16 FALSE
GOBP20-GOS 177,37 175,81 TRUE
GOBP20-GOSP20 75,44 173,11 FALSE
GOI-GOIP20 312,73 158,05 TRUE
GOI-GOS 141,11 171,08 FALSE
GOI-GOSP20 393,93 168,31 TRUE
GOIP20-GOS 171,62 159,42 TRUE
GOIP20-GOSP20 81,20 156,44 FALSE
GOS-GOSP20 252,82 169,59 TRUE
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Tableau 33: Test de Dunn pour la variable largeur des pieds des carpophores

Largeur du pied

Multiple comparison test after Kruskal-Wallis

Substrat obs.dif |critical.dif difference
GOB-GOBP10 521,03 |113,05 TRUE
GOB-GOBP20 100,35 161,04 FALSE
GOB-GOI 394,38 |155,86 TRUE
GOB-GOIP20 67,82 142,96 FALSE
GOB-GOS 196,36 | 157,25 TRUE
GOB-GOSP20 50,00 154,23 FALSE
GOBP10-GOBP20 420,69 137,71 TRUE
GOBP10-GOl 126,65 |131,61 FALSE
GOBP10-GOIP20 453,21 116,05 TRUE
GOBP10-GOS 324,67 133,25 TRUE
GOBP10-GOSP20 471,04 129,67 TRUE
GOBP20-GOI 294,03 174,57 TRUE
GOBP20-GOIP20 32,52 163,16 FALSE
GOBP20-GOS 96,01 175,81 FALSE
GOBP20-GOSP20 50,35 173,11 FALSE
GOI-GOIP20 326,56 | 158,05 TRUE
GOI-GOS 198,02 |171,08 TRUE
GOI-GOSP20 344,39 ]168,31 TRUE
GOIP20-GOS 128,54 159,42 FALSE
GOIP20-GOSP20 7,83 156,44 FALSE
GOS-GOSP20 146,37 169,59 FALSE

4.4.2- Efficacité biologique des deux souches de pleurote

Apreés 21 a 30 jours en phase végétative des mycélia des souches de pleurote POC et
POL (fig.70-A) et apres, en moyenne, 5 a 7 jours de latence, les primordia se sont formés.
Deux a quatre jours sont nécessaires pour le développement et la maturation des carpophores

(fig.70-A a H). La récolté a durée au maximum cing semaines.

Les carpophores se sont développé soit en touffes formées par un nombre de
carpophores variable (2 a 4, voir a plus de 10 champignons) (fig.71). Quand ils sont en
touffes latérales, les carpophores prennent généralement la forme d’un éventail ou d’une
spatule, avec un pied relativement court et latéral; quand ils poussent seuls, le chapeau prend

la forme d’un entonnoir au-dessus d’un pied presque central (fig.70-B).
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Les champignons sont d’un blanc ivoire a blanc-crémeux voir blanc-grisatre (fig.70
et 71)

Les champignons ont été ramassés, de préférence, avant déroulement complet du bord
des chapeaux (fig.70-F). Les carpophores ont été pesés et les rendements en carpophores (g
champignon/kg substrat frais) ainsi que I’efficacité (ou efficience) biologique (en
pourcentage) ont été estimés (tab. 34).
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Figure 70: Culture de des deux souches de Pleurote sur grignon d’olive supplémenté ou non par
10% de paille de blé.

Blocs de culture de POC (Al) et POL (A2) sur GOBP10. Fructification de POC (C) sur GOBP10 et
celles de POL (D) sur GOBP10. Fructifications de POC sur GOB avec bords déroulés (E) et
fructification de POL & bords encore enroulés formés sur GOB (F); carpophore de POC en forme
d'entonnoire avec pied légérement excentré et celui de POL en forme d’éventail avec pied latéral
(G), ((E), (F)et(G), source ; Mansour-Benamar et al, 2013)

Culture de POL sur grignon d’olive +10% de son de blé +1% carbonate de calcium (G et H).
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Figure 71: Culture des deux souches de pleurote
POC (a gauche) et POL (a droite) sur GOBP20 (A), GOIP20 (B) et GOSP20 (C)
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Tableau 34: Nombre de carpophores formés, des rendements en carpophores par kilogramme
de substrat frais et des efficiences biologiques des deux souches de pleurote (+ écarts types).

FM Nb
Nb carp/ Rdt moy
Souche | Substrat carp sur EB(%)
kg SF GO-Paille (g carp/kg SF)
GOB 9 80,36 £ 63,21 | 17,75+ 13,95
GOl 9 85,61 +54,39 |21,45+13,63
GOS 5 52,48 + 39,21 8,20 + 6,13
POC
cosplo| 14 15 248,71+71,03 | 66,04 +18,86
GOBP20 27 3 271,29 £45,41 78,32 £13,11
GOIP20 35 4 292,29 + 177,49 | 80,34 + 48,79
GOSP20 18 3,5 145,30 £ 22,67 | 30,18 +4,71
Total 117 1176,03
1 72,44 + 25,84 15,98 £ 5,70
GOB ! - ' ’ - Y
5
GOl 72,60 £ 24,06 18,19+ 6,03
10
GOS 80,14 + 32,45 12,52 £ 5,07
POL 20 2
GOBP10 275,92 +130,37 | 73,27 £34,62
14 1,25
GOBP20 124,23 + 36,63 | 35,86 £10,58
27 55
GOIP20 114,23 +48,41 | 31,40+ 13,31
29 3 219,91+ 29,32 | 45,67 +6,09
GOSP20 oL T 29, 0/ £0,
Total 116 950,47

Nb : Nombre ; carp : carpophores ; kg : kilogramme ; SF : Substrat frais ; FM : facteur de
multiplication ; GO : grignon d’olive ; Rdt : rendement ; moy : moyen ; EB : Efficience biologique.

Globalement I’addition de la paille dans le grignon d’olive et ses deux fractions a
permis d’améliorer les rendements pour les deux souches de pleurotes, la commerciale et la
locale. Elle a permis une augmentation du nombre de carpophores produits en les
multipliant, pour la souche locale, respectivement par 1,25 fois sur GOBP10 par rapport au
nombre obtenu dans GOB, et 5,5 fois sur GOIP20 par rapport a GOI (tab.34).
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La boite de dispersion de la variable efficience biologique c'est-a-dire de I’efficacité
des deux souches de pleurote POC et POL, a transformer le substrat de culture en
carpophores de pleurote , a permis de trier les valeurs obtenues puis de les soumettre au test
de Kruskal & Walis. Les résultats sont présentés dans le tableau 35.

La figure 72 permet de visualiser la dispersion des valeurs des EB sur les 7 substrats
testés.

Le test a révélé que les deux souches de pleurote en huitre se comportent de la méme
facon sur les différents substrats mais que leurs efficiences biologiques différent, d’une
maniére trés hautement significative, d’un substrat a un autre (tab.35). Ces différences ont

éte précisees grace au test de Dunn (tab.36).

La comparaison des EB obtenues sur les 7 substrats deux a deux (tab.36) a bien mis
en relief les différences de rendements en carpophores qui existent entre les grignons
supplémenté par la paille et ceux qui en sont dépourvus. Les différences existent
entre GOBP10 et GOB, GOBP10 et GOI, GOBP10 et GOS; GOBP20 et GOS et GOIP20 et
GOS.

En effet les EB de POC et POL sont faibles sur le grignon d’olive et ses deux fractions
GOl et GOS non supplémentés par la paille. Malgré une absence de différence significative
entre ces trois formes de grignon d’olive, c¢’est dans GOS que les efficiences biologiques les

plus faibles ont été obtenues (tab.35, fig. 72).

Les efficiences biologiques les plus élevées ont été obtenues avec GOBP10, GOBP20,
GOIP20 et en dernier GOSP20. Sur GOBP les valeurs sont plus homogénes avec une
tendance a des EB plus élevées alors que sur GOIP20 et GOBP20 les valeurs sont plus
dispersées d’ou des écarts standards grands (fig.72D), avec une tendance vers des EB plus
basses.

Tableau 35: Résultats de I'ANOVA de Kruskal & Walis pour I'efficience biologique des deux
especes de pleurote POC et POL sur les sept substrats testés

Facteur Ddl chi-squared P-value Résultat
Souche 1 0,2172 0,6412

Substrat 6 48,4653 9,54E-09 faleie
*sign, ** H sign, *** TH sign
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Figure 72: Boite de dispersion de la variable efficience biologique et écart standard des EB de POC
et POL sur les différents substrats.

Dispersion des valeurs de I'efficience biologique de POC et POL(A); EB des souches de pleurote en
fonction des substrats de culture (B); Moyennes et écarts types des EB des souches de pleurote POC
et POL(C) et en fonction des substrats de culture (D).
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Tableau 36: Test de Dun pour la variable efficience biologique

Multiple comparison test after Kruskal-Wallis

Comparisons obs.dif | critical.dif | difference
GOB-GOBP10 35,50 2327 TRUE
GOB-GOBP20 29,97 31,02 FALSE
GOB-GOI 430 26,87 FALSE
GOB-GOIP20 2580 | 31,02 FALSE
GOB-GOS 7,50 26,87 FALSE
GOB-GOSP20 21,63 31,02 FALSE
GOBP10-GOBP20 5,53 27,96 FALSE
GOBP10-GOI 31,20 23,27 TRUE
GOBP10-GOIP20 9,70 27,96 FALSE
GOBP10-GOS 43,00 2327 TRUE
GOBP10-GOSP20 13,87 27,96 FALSE
GOBP20-GOI 25,67 31,02 FALSE
GOBP20-GOIP20 4,17 34,68 FALSE
GOBP20-GOS 37,47 31,02 TRUE
GOBP20-GOSP20 8,33 34,68 FALSE
GOI-GOIP20 21,50 | 31,02 FALSE
GOI-GOS 11,80 26,87 FALSE
GOI-GOSP20 17,33 31,02 FALSE
GOIP20-GOS 3330 | 31,02 TRUE
GOIP20-GOSP20 417 34,68 FALSE
G0S-GOSP20 29,13 31,02 FALSE

5- VALORISATION DU MARC DE CAFEE PAR LA CULTURE DES DEUX
SOUCHES DE PLEUROTE POC ET POL

La valorisation du marc de café est présentée sous forme d’un article publié en 2007
dans la revue Sciences, Technologies & Développement de 1’Agence Nationale pour le

Développement de la Recherche Universitaire (ANDRU), Algérie.

M. Mansour-Benamar, J.-M. Savoie, L. Chavant et R. Lebsir, 2007. Valorisation du
marc de café brut par la culture d’une souche locale de Pleurotus ostreatus (Jacq. Ex Fries)
Kummer. Sciences, Technologies & Développement, ANDRU, (2) 102-116.

La technique de culture est la méme que sur grignon d’olive. Seul change le substrat.
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VALORISATION DU MARC DE CAFE BRUT
PAR LA CULTURE D’UNE SOUCHE LOCALE DE
CHAMPIGNON COMESTIBLE :
Pleurotus ostreatus

RESUME : L’ Algérie importe des quantités importantes de café et les paye a prix fort.
Pour la wilaya de Tizi-Ouzou seule, la Direction Commerciale a estimé, pour ’année 1994,
a 3 285 tonnes la consommation de café. Sachant que le marc de café représente les 3/5° du
café vert, 196 tonnes de ce résidu ont été gaspillées. Il serait judicieux d’en faire un produit
a valeur ajoutée. Une voie de valorisation intéressante pour un pays comme 1’ Algérie ou la
démographie et les besoins en protéines sont croissants est sa transformation en
champignons comestibles. Nous avons isolé une souche locale (Tizi-Ouzou, Algérie) de
Pleurote en huitre (Pleurotus ostreatus) a partir de son héte, le Ricin. Nous avons suivi sa
croissance sur milieux PDA et Oddoux. Avec le mycélium obtenu, nous avons inoculé du
marc de café brut, pasteurise. Ce dernier provient de collectes quotidiennes dans des cafés
publics a Tizi-Ouzou. La technique de culture choisie est la culture en sacs. L’incubation se
fait a 25 - 28°C alors que la fructification se fait a une température de 20°C associée a une
humidité de 70-80%. Afin de vérifier les potentialités de cette souche, nous 1’avons étudié
comparativement a une souche commerciale de référence. Les deux souches colonisent le
marc et produisent des carpophores, cependant, la souche commerciale est plus productive
que la souche locale. Cette étude montre la faisabilité de la valorisation du marc de café pour

la production d’une denrée pour 1’alimentation humaine.

Mots clés : Champignons comestibles, Marc de café, Pleurotus ostreatus, Valorisation
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VALORIZATION OF RAW COFFEE-GROUNDS
BY CULTIVATION OF AN EDIBLE MUSHROOM:

A Pleurotus ostreatus LOCAL STRAIN

ABSTRACT: Algeria import large amount of coffee tonnages with high prices. The
consumption of coffee by the wilaya of Tizi-Ouzou has been estimated by the Trade
Department around 3285 tons for 1994. Knowing that coffee-grounds represents 3/5 th of
green coffee, 196 tons of this residue were therefore squandered and thrown in nature. It
would be judicious to use it as a valuable product. A very interesting way of valorisation, in
a country like Algeria where demography and needs for proteins are continuously increasing,
is its processing into edible mushrooms such as Pleurotus ostreatus. With this objective, a
local strain (Tizi-Ouzou, Algeria) was isolated from its natural host, castor oil plant. Its
mycelial growth rate was evaluated on PDA medium and Oddoux medium. Coffe-ground
was daily collected in public cafes of Tizi-Ouzou. It was pasteurised and inoculated with P.
ostreatus. The chosen method is cultivation in bags. The incubation was performed at 25°-
28°C whereas the fructification was at 20° C with 70-80% of moisture. In order to check the
potentialities of this local wild strain, it was compared with a commercial cultivar. The two
strains’ mycelial are able to develope on coffee-ground and produce fructifications, with a
lower yield with the local stain. This study demonstrates that it is possible to valorize the

coffee-ground and to produce a human food.

Key words: coffee-grounds, edible mushroom, Pleurotus ostreatus, valorisation
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INTRODUCTION :

La culture des Pleurotes (Pleurotus spp.), qui initialement était limitée aux pays
asiatiques en particulier la Chine, occupe actuellement la 3°™ place parmi les champignons
comestibles cultivés a I’échelle mondiale, aprés le champignon de couche et le shii-take
(Courvoisier, 1993; Chang, 1999). En Algérie cette culture est encore méconnue. La culture
industrielle des pleurotes s’est développée grace a I'utilisation de substrats constitués de
déchets lignocellulosiques non fermentés et a la sélection de souches de plus en plus
performantes (Fourré, 1990). Parmi les nombreux substrats pouvant étre utilisés par les
Pleurotes qui sont des champignons lignicoles de la pourriture blanche, les résidus agricoles
présentent ’avantage d’étre a la fois abondants et théoriquement inépuisables (Raimbault,
1981). Les substrats testés a travers le monde, que ce soit dans un but alimentaire humain ou
animal ou pour la productions d’enzymes, sont nombreux et divers et sont utilisés
séparément ou en melanges : pailles de céreales essentiellement la paille de blé,
fréquemment utilisée comme substrat de base (Delmas,1989 ; Laborde & Delmas, 1974;
Olivier et al, 1991; Savoie et al, 1995; Chalaux et al, 1995; Zervakis et al, 2001), déchets de
coton (Ardon et al, 1996), bagasse de canne a sucre (Mata & Salmones, 2003); pulpe de café
(Velazquez - Cederio et al, 2002; Mata & Salmones, 2003, Velazquez — Cedefio, 2005),
coque de cafe (Fan et al, 2003), residus de the (Dogan & Peksen, 2003), rafles de mais,
sciure de bois, paille de riz (Oei, 1993, Nguyen Thi Nguyet, 2001).

Le pleurote est un champignon saprophyte trés compétitif s’implantant facilement sur
un substrat rudimentaire, ce qui permet aux amateurs d’en envisager la culture a peu de frais
d’enzymes capables de s’attaquer a des molécules aussi complexes que la cellulose ou la
lignine, d’ou son nom de champignon décomposeur primaire ou champignon

lignocellulolytique (Durrieu, 1993; Velazquez-Cedefio et al, 2002).

L’ Algérie importe des quantités importantes de café. Pour la wilaya de Tizi-Ouzou
seule, la Direction Commerciale a estimé, pour I’année 1994, a 3 285 tonnes, la
consommation de café. Sachant que le marc de café représente les 3/5° du café vert (Barbera,
1965), 196 tonnes de ce résidu ont été donc gaspillées et jetées dans la nature alors qu’elles
pourraient étre valorisées. Le marc de café est composé de 23.3 % de lignine et 22.47 %
d’amidon (Cruz, 1983) et de 6 & 15 % d’azote protéique, 4 & 11 % de matieres grasses, 2 a

15 % de cendre et 0,7 a 2 % de caféine (Garatini, 1971). Une voie de valorisation intéressante
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pour [D’Algérie ou la démographie et les besoins en protéines sont croissants est sa

transformation en champignons comestibles du genre Pleurotus.

L’objectif de ce travail était de démontrer la faisabilité de la valorisation du marc de
café par la culture des Pleurotes et de tester les potentialités d une souche locale de Pleurotus
ostreatus qui pourrait se révéler mieux adaptée aux conditions de culture de 1’ Algérie que

les souches développées pour la culture dans des régions tempérées.
MATERIEL ET METHODES :

Souches de Pleurote utilisées :

Souche locale de Pleurotus ostreatus (Jacg.:Fr.) Kummer: POL, que nous avons isolé

a Oued-Aissi, petit village situé¢ a 12 km a I’Est du chef lieu de la willaya de Tizi-Ouzou
(Algérie), en Novembre1993 a partir d’un carpophore issu d’une touffe qui a poussé sur une
souche de ricin (Ricinus communis L.) abattu en février de la méme année (photo 1). Elle est

conservée sur son milieu d’isolement le milieu P.D.A (Pomme de terre — Dextrose — Agar).

Souche commerciale de Pleurotus ostreatus (Jacq. Fr.) Kummer : POC, provenant de

la Societé Royal Champignon (France) et mise a notre disposition par le Laboratoire de
Cryptogamie de I’Université Paul Sabatier de Toulouse, en juillet 1993, sous forme de

culture myceélienne sur milieu gélosé vitaminé.
Evaluation de la croissance mycélienne sur milieux de culture gélosés :

Des cultures sur milieu semi synthétique standard, P.D.A., et sur milieu synthétique
Oddoux (10g agar, 16,509 glucose, 3,509 extrait de malt, 0,50g hydrolysat de caséine, 0,35¢
KH2POs, 0,259 MgS04,7H20, 0,35¢g tartrate d’ammonium neutre, 0,25g MnSOs, q.s.p. 1l
d’cau distillée) en boites de Pétri stériles de 9 cm de diametre contenant chacune 20 ml de
milieu, ont été réalisées a ’aide d’implants de 0,6 cm de diamétre pour évaluer la capacité
de POL a se développer sur milieux gélosés. Ces implants proviennent du mycélium obtenu
aprés un deuxiéme repiquage des souches sur milieux P.D.A et Oddoux. Cette croissance
mycélienne est suivie pendant 20 jours d’incubation a 25°C et est exprimée par une valeur
moyenne calculée a partir de deux mesures effectuées selon deux diametres
perpendiculaires. La comparaison entre les deux souches a été faite aprés 10 jours

d’incubation et sur 10 répétitions.
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Préparation du blanc de semence ou blanc d’inoculum:

La technique utilisée est celle de Pacioni (1987) : 100 g d’orge lavés et sechés a I’air
libre sont versés dans un sachet en polypropyléne puis humidifiés avec 100 ml d’eau
additionnée de 1 a 3 ml d’une solution tampon composée de 2% de carbonate de calcium et
8% de gypse. Aprés stérilisation a 120°C pendant 1h30min et refroidissement, I’orge est
inoculée avec la moitié du mycélium agé de 14 jours développé dans une boite de PDA.

L’incubation se fait a 25°C. Dix (10) répétitions par souche sont réalisées.
Préparation du substrat de culture, le marc de café :

Le marc de café provient de récoltes effectuées pendant 20 jours dans quelques cafés
publics de Tizi-Ouzou. Le marc de cafeé utilisé est genéralement composé a 20% de café
Arabica et 80% de Robusta Il est séché a 60°C pendant 24 h pour éviter toute contamination.
I est ensuite conditionné en lots de 2kg dans des sachets plastiques jusqu’a son utilisation.
Chaque lot est humidifié¢ avec de 1’eau de robinet a raison de 1300 a 1500 ml /kg de marc
(photos 2 et 3). Son pH est de 5,5. Le marc est ensuite pasteurisé a la vapeur d’eau dans un
couscoussier pendant une heure (photo 4). Le lendemain, 1’opération de pasteurisation est
renouvelée dans les mémes conditions. Le marc encore chaud est transvasé dans des sacs

plastiques fermés soigneusement.

Apres refroidissement, il est ensemencé, aseptiquement devant deux becs benzene
allumes, avec le blanc de semence (photos 6 et 7) obtenu précédemment a raison de 5%
(poids/poids). L’incubation (photo 5) se fait dans une salle isolée ou la température varie
entre 25 et 28°C et ou I’humidité ambiante est d’environ 70%. Dix sacs sont ensemenceés
pour chacune des souches. A la fin d’incubation (photos 8 et 9), pour favoriser la
fructification et la maturation des carpophores, dés ’apparition des premiers primordia
(ébauches de carpophores), les conditions climatiques de la salle de culture sont modifiées
car la fructification exige des températures plus basses que celles de la croissance
mycélienne. La salle de culture est humidifiée et rafraichie quotidiennement a I’aide d’eau
glacée (4°C) et par dépbt de blocs de glace (photo 10) que nous laissons fondre a proximité
des blocs de culture formé par le mycélium développé. La température a été maintenue ainsi
a 20°C et I’humidité ambiante entre 75 et 80%. Les sacs présentant des contaminations au
cours de I’incubation sont ¢liminés et les rendements sont calculés a partir du nombre de

sacs réellement mis en production. La récolte des carpophores est faite manuellement.
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RESULTATS:
Evaluation de la croissance mycélienne sur milieux de culture gélosés:

La croissance mycélienne des deux souches de P. ostreatus, POC et POL, sur milieu
PDA a démarrée dés le 2°™ jour d’incubation. Treize jours sont nécessaires a un
envahissement complet de la surface du milieu de culture. Le mycélium obtenu pour les deux
souches est sous forme de filaments d’aspect dense, vigoureux et de couleur blanche. Sur le
milieu Oddoux, POL croit de la méme maniére que POC, par contre sur le milieu P.D.A.,
POC présente une vitesse de croissance plus forte (fig.1): au 10° jour d’incubation, le
diamétre moyen des colonies développées par POC est significativement supérieur a celui
de POL (Tab.1).

Préparation du blanc de semence:

La fabrication du blanc de semence a nécessité 3 a 4 semaines. Les deux souches ont
présenté une bonne croissance mycélienne. L humidification et la stérilisation utilisées ont
permis une bonne hydratation des grains d’orge. Ces derniers sont bien enrobés de mycélium

blanc d’aspect dense (photo 5 et 6).
Culture de POC et POL sur le marc de café:

Le tableau 2 regroupe les résultats obtenus au cours de la culture de POC et POL.
L’incubation du marc de café ensemencé a duré 2 mois. Deux sacs de POL et 1 sac de POC
sont éliminés pour des raisons de contamination par des moisissures du genre Aspergillus et
Penicillium. La maturation des carpophores a nécessité trois a quatre jours. La face
supérieure des chapeaux est de couleur brunatre pour les deux souches, légerement plus
foncée chez la souche POL, et I’hyménium est blanc (photos 1let 12). Le pied est plus
développé que le chapeau ce qui indique un manque de lumiére (Laborde & Delmas, 1974).
Nous avons obtenus deux volées (pics de productions de champignons) espacées de 10 a 15
jours ; la premiére est nettement plus importante que la seconde (Tab. 2). Chez POL la masse
maximale atteinte par certains carpophores est de 20 g alors que chez la souche POC elle est
double (40 g) mais les masses moyennes des carpophores de POC et POL ne présentent pas
de différence significative au risque a 5% du test de Student. La souche POC a produit plus
de carpophores. Son rendement est significativement supérieur a celui de POL sur ce résidu

(Tab.2). POC est donc plus performante que POL.
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DISCUSSION :

Dans ce travail, nous avons pu montrer, pour la premiere fois, que le marc de café peut

étre utilisé pour produire un champignon comestible au lieu d’étre jeté.

La culture de Pleurotus ostreatus sur le marc de café a pu étre réalisée avec une
technologie simple accessible a de nombreuses personnes. Cependant, les rendements
obtenus sont encore trop faibles par rapport a ceux présentés dans d’autres travaux sur la
culture des Pleurotes. Par exemple, Velazquez Cedefio et al. (2002) obtinrent environ 1250
g de champignon frais (P. ostreatus) par kg (sec) de pulpe de café, ce qui correspond aux
rendements généralement observés dans les cultures commerciales. Des améliorations
doivent donc encore étre apportées pour optimiser la valorisation du marc de café par la
production de champignon comestible. Parmi ces améliorations, I’incorporation de matieres

lignocellulosiques structurantes dans le substrat de culture est envisagée.

Avec le mode de culture utilisé, la limite principale est la disponibilité et le codlt de
I’inoculum. Bien que les rendements aient été meilleurs avec la souche commerciale, son
utilisation est difficilement envisageable. 11 est donc préférable de développer une souche
locale qui pourra étre produite et distribuée a moindre cott. L’isolat étudié ici a produit des
champignons sur le marc de café brut, acide, et est potentiellement intéressant et disponible.
Des tests pour évaluer ses activités enzymatiques et son efficacité de dégradation sont
prévus. Nous envisageons d’augmenter ses potentialités par un programme d’hybridation
avec d’autres souches. En effet, nous avons constaté que POL est toujours plus sensible que
POC aux contaminations par les moisissures des genres Aspergillus et Penicillium. Par
contre nous n’avons pas rencontré le genre Trichoderma qui est souvent signalé par de
nombreux auteurs comme Olivier et al. (1991); Rosado et al. (2002); Velazquez Cedefio et
al. (2002) et Velazquez Cedefio (2005). Il sera par ailleurs intéressant d’isoler de nouvelles

souches algériennes.
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Tab.1 : Diamétre moyen (cm) des colonies mycéliennes de POC et POL sur milieux PDA et

Oddoux
Milieux de culture
Souches
PDA ODDOUX
POC 7,31 +0,73 *A 564+153*B
POL 6,36 + 0,85 *B 5,76 +1,78 *B

* moyenne * écart type de 10 répétitions

Les moyennes suivies d’une méme lettre ne sont pas significativement différentes

au risque a 5%, test de Student.

Tab. 2 : Résultats de la culture de POC et POL sur le marc de café brut

Caractere considéré POC POL
Temps d’incubation (jours) 60 60
Surface occupée par le mycélium a » .
la fin &’incubation Totalité Totalité
Aspect du mycélium Blanc, Blanc,

P Y rhizomorphique rhizomorphique
Nombre de sacs contaminés 01 02
Nom'b're d'e sacs réellement mis en 09 08
fructifications
Nombre moyen de carpophores par 93 12
touffe
Nombre total de carpophores 760 393
récoltés
masse moyenne des carpophores (g) | 7,48 8,02
Rendement de la 1ére volce 457,65+15822 | 306,73 + 215,53
(g carpophores / sac de 2 kg de A* B
marc sec)
Rendement de la 2éme volée (g 165.86 + 61 11 86.81 + 5794
carpophores / sac de 2kg de marc A e B’ -
sec)
Rendement total (g de carpophores | 623,51 + 183,30 393,54 + 188,00
/ souche / sac de 2 kg de marc sec) | A B

*: moyennes des rendements avec écart type sur 9 sacs de culture pour POC et 8 sacs pour POL.
Les moyennes suivies d’une méme lettre sur une ligne ne sont pas significativement différentes

au risque o 5%, test t de Student.
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Fig. 1. Croissance mycélienne Photo 1. Pleurotus ostreatus
de POC et POL sur milieu PDA (Jacq. Ex. Fries) Kummer local
et Oddoux (POL) sur son hote

Photo 2. Marc de café sec Photo 3. Marc de café humidifié

Photo 4. Couscoussier utilisé Photo 5. Incubation des
pour la pasteurisation. sacs de Culture.
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Photo 6. Blanc de semence de Photo 7. Blanc de semence de POL

POC sur orge.
sur orge.

Photo 8. Fin d’incubation : marc Photo 9. Fin d’incubation : marc
de café envahi par le mycelium de de café envahi par le mycelium de
POC POL

Photo 10. Dispositif de mise en Photo 11. Fructification de la
fructification souche POC

(Souche D = POC)

Photo 12. Fructification de
la souche POL ©

(Souche C=POL)
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Il - DISCUSSION DES RESULTATS ET CONCLUSION

Le grignon d’olive et le marc de café sont des résidus agro-industriels, produit en
grande quantité, périodiquement pour le premier et en continue pour le second puisqu’il est
issu de la consommation quotidienne de café. Ce sont des résidus lignocellulosiques sous

utilisés voir non utilisés

La culture des champignons comestibles sur les déchets lignocellulosiques représente
I'un des procédés de recyclage de déchets organiques le plus économiquement rentable
(Mandeel et al, 2005). En outre, les champignons occupent une place de plus en plus
importante dans notre alimentation, en particulier pour les personnes conscientes de

I’importance de la qualité de I’alimentation et attentives a ce qu’elles mangent (Chen, 1996).

En Algérie, les difficultés pour mener une telle culture résident, d’une part, dans la
méconnaissance des techniques de culture, et d’autre part, dans la non disponibilité du blanc

qu’il faut commander a des sociétés basées a I’étranger (Somycel,...).

Initialement, nos objectifs étaient tres ambitieux, nous voulions d’une part valoriser le
grignon d’olive et le marc de café et d’autre part diversifier les espéces de champignons
comestibles a cultiver (8matériel mycologique) (Lentinus edodes, Flammulina velutipes,
Héricium sp, Pleurotus ostreatus P535, Pleurotus ostreatus local) et tenter la culture d’une
souche de basidiomycéte non comestible mais a grandes propriétés medicinales, le

ganoderme luisant (Ganoderma lucidum).

Pour toutes les especes décrites, a 1’exception de Auricularia auricula Judae, nous
avons pu obtenir des cultures myceliennes sur milieux gélosés mais la qualité du mycelium
était variable. Pour les especes provenant de Société Royale Champignon de France
(Lentinus edodes (S610), Flammulina velutipes, Pleurotus ostreatus P535), le mycelium
obtenu était d’excellente qualité et la production de blanc était relativement facile,
malheureusement, nous avons perdu assez rapidement les souches de shiitake et de

flammuline.

Pour remplacer la souche de shiitake, nous avons acheté en France, au marché, du
shiitake et avons essayé de faire des isolements. Malheureusement comme il est possible de
le voir a la figure 73-C, nous n’avons pas pu dépasser le stade de culture sur milieu gélosé,

car la masse mycelienne obtenue sur les milieux de culture que nous avons I’habitude
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d’utiliser est faible. Le mycelium est chétif et fructifie trés rapidement mais passe

difficilement sur I’orge dans nos conditions de travail.

Nous avons rencontré le méme probléme pour la souche de Hericium (fig.73-A)
ramassee sur un tronc de chéne afares dans la forét des Beni-Ghobri plus connue sous le nom

de forét de Yakouren, et la souche de Ganoderma (fig.73-B) provenant de la forét de Darna.

Nous avons alors, choisi de concentrer nos efforts sur les pleurotes dont la culture,

comme cela a été signalé par de nombreux chercheurs est beaucoup plus facile.

Figure 73: Cultures sur milieu RC de Hericium sp, Ganoderma sp et Lentinus edodes

Nous avons pu reproduire en laboratoire le cycle complet de culture de la souche locale
de pleurote en huitre (POL) et de la souche d’origine commerciale (POC), provenant de
France et que nous avons recu sous forme de mycelium dicaryotique.

Pour la souche POL, la culture a débuté avec un carpophore récolté dans la nature, a
Oued-Aissi (Wilaya de Tizi-Ouzou, Algérie), sur une souche de ricin et s’est terminée par la

récolte de nouveaux carpophores sur du grignon d’olive et le marc de café.

Ce sont les cultures sur grignon d’olive qui ont fait I’objet d’études plus approfondies.
En effets, I'intérét a été porté sur quelques facteurs relatifs au développement des deux

souches de pleurote.

Notre discussion des résultats a été faite en suivant les principales étapes de la culture

de champignon a savoir :

I’isolement et/ou la multiplication du mycelium dicaryotique issu de
carpophores ou de précultures;

- la production de blanc

- la culture en boite de Pétri puis en sacs des deux souches de Pleurote POC et
POL
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D’une maniére générale, pour presque tous les facteurs étudiés dans les différentes
étapes de cette recherche, le comportement de la souche de pleurote isolée localement, et
que ’on peut qualifier de souche sauvage, est semblable a celui de la souche domestiquée et

commercialisée, normalement, a caractéeres plus stables

1- ISOLEMENT ET/OU MULTIPLICATION DU MYCELIUM DES DEUX
SOUCHES DE PLEUROTE POC ET POL ET SELECTION D’UN MILIEU DE
CULTURE GELOSE ADEQUAT

Les deux souches de pleurotes, la commerciale et la locale, ont été entretenues depuis
Novembre 1993, date de son isolement pour la souche locale et date de sa réception et de sa
multiplication, a 1’universit¢ Mouloud Mammeri de Tizi-Ouzou, pour la souche

commerciale.

Le mycélium dicaryotiqgue de POL avait été isolé a partir d’un carpophore sans
difficultés. Le premier mycelium développé était de couleur blanche et d’aspect cotonneux

avec du mycélium rampant et du mycélium aérien de bonne qualité (fig.49, p.119).

Les mycelia des deux souches de pleurote ont été régulierement multipliés et
entretenus et des reisolements, a partir des carpophores obtenus apres culture, sont effectués

au moins une fois par an a partir des meilleurs carpophores récoltés sur les cultures.

Les deux souches de pleurote ont été multipliées dans un premier temps sur le milieu
«Pomme de terre — Dextrose - Agar» (PDA) qui est un milieu standard facile a préparer et
de faible codt de revenu contrairement aux milieux synthétiques dont les constituants coltent
plus chers. C’est un milieu qui a été utilisé pour la production d’inocula de différentes
especes de champignons de la pourriture blanche comme les champignons du genre
Pleurotus (Gibriel et al, 1996), Schizophyllum (Alam et al, 2010)...

Les vitesses de croissance moyennes des deux souches de pleurote estimée a
0,87cm/jour est légerement plus faible que celle obtenue en 2013 a savoir 1,03cm/jour

(Mansour-Benamar et al, 2013).

Nous avons remarqué que, malheureusement, le milieu PDA a favorisé fortement le
développement de moisissures et de levures qui ont une croissance beaucoup plus rapide que

les souches de pleurote en forme d’huitre.
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Le milieu Oddoux a été moins favorable a la croissance de POC et POL et a été mis
de coté.

Le milieu Raper Complet (RC) a permis une croissance mycélienne de POC et POL
qui avoisine 1cm/jour. Il est incontestablement le milieu de culture le plus favorable. Nous
I’avons adopté et utilisé en raison de son tres faible taux de contamination, sachant que la

qualité du mycélium obtenu sera déterminante pour 1’étape suivant, a savoir la fabrication

du blanc de POC et POL.

Dans I’espoir d’améliorer la croissance mycélienne des deux souches de pleurote POC

et POL et jumeler leurs potentialités, nous avons créé des implants de gélose mixtes.

Nous avons commencé par créer les implants d’inoculum composés chacun par
approximativement 50% de mycelium de chacune des deux souches en faisant une co-culture
sur milieu RC avec d’un c6té un implant de POC et de I’autre un de POL (fig.74), en
découpant les implants le long de la zone de chevauchement des mycelia des deux souches
de pleurote

Les cultures sur milieu RC des implants mixtes n’ayant pas révélé de différence
significative comparativement aux croissances de POC et POL, notre expérience a été arrétée
la.

Figure 74: Culture mixte des deux souches de pleurote POC et POL; (A) aprés 3 jours
d'incubation; (B): aprés 9 jours d'incubation. La ligne noire délimite la zone de POL et la ligne
rouge celle de POC.

Conclusion : Pour I’isolement et la multiplication de mycelium des deux souches de
Pleurotes étudiées, la commerciale et la locale, le milieu RC est recommandé, mais ce milieu

peut étre suppléé, en période fraiche (hiver) par le milieu PDA qui est moins cher.
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2- FABRICATION DE BLANC DE PLEUROTE

Le blanc est, comme nous I’avons déja précisé, un bouturage du mycélium
dicaryotique, sur un support nutritif de dispersion facile, généralement des grains de
céréales cuits (Carpentier, 1971; Olivier, 1991).

La phase de préparation du blanc est une phase que I’on peut qualifier de critique
car c’est d’elle que dépendra, en premier lieu, la réussite de la culture d’un champignon
comestible quelle que soit ’espece. Un blanc de bonne qualité va s’installer plus
facilement sur le substrat et reprendra plus vite son activité par rapport a un blanc de

mauvaise qualité.

Il est également important de pouvoir disposer du blanc de champignon a tout
moment, par conséquent, il est impératif, dans le cas ou il n’y a pas de fournisseur de
blanc de champignon, de maitriser sa fabrication si I’on veut se lancer dans la culture de

champignons

Cette fabrication est tributaire de nombreux facteurs a savoir le substrat de base
utilisé (généralement une céréale, blé, orge, seigle, millet, mais...), et des conditions de

culture comme la température d’incubation, le pH et le taux d’humidité dans les grains.

Le grain de céréale utilisé pour la fabrication du blanc de champignon joue en fait

deux réles, celui de transporteur de mycélium et celui de réserve nutritive.

Le choix de ’orge a été fait sur la base des résultats que nous avons obtenus apres
de nombreux essais avec le blé, le millet et I’alpiste faux roseau. Ces deux dernieres
céréales colitent assez cher comparativement au blé et a ’orge qui sont subventionnés par
I’Etat Algérien. Cependant, le millet et ’alpiste roseau restent des céréales intéressantes
pour la fabrication du blanc eu égard a la petite taille des graines qui permet une meilleure
dispersion de I’inoculum dans le substrat. Cependant cette petite taille peut constituer un
facteur limitant car le champignon disposera moins de réserves. Ces réserves sont
importantes car le mycélium y puisera avant de puiser dans son nouveau milieu de culture.
En effet, nous avons observé, sur milieu de culture gélosé, d’abord une reprise du
développement du mycélium sur la rondelle d’inoculum avant son développement sur le

milieu nutritif neuf.
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Deux conditions fondamentales doivent étre respectées concernant les deux souches
de pleurote POC et POL (probablement valables pour d’autres espeéces de champignon
comestibles lignocellulolytiques). Les mycelia de POC et POL ne se sont jamais
développés correctement sur de ’orge de mauvaise qualité, en effet nous avons constaté
que les deux souches ne poussaient pas sur 1’orge destinée a 1’alimentation animale, elles
ne se se bien développées bien que sur de ’orge destinée a 1’alimentation humaine, avec

des grains, bien dorés et bien chargés en réserves. L’orge doit étre en fait de 1* choix.

La deuxieme condition principale est le bon traitement thermique, qui va permettre
au mycelium de coloniser «tranquillement» le substrat, sans risque de concurrence par les
moisissures et les bactéries contaminantes qui ont des croissances extrémement rapides.
Les champignons de la pourriture blanche sont connus pour étre des champignons a

croissance lente.

Les principales moisissures que nous avons pu identifier appartiennent
essentiellement aux genres Aspergillus, Penicillium, Paecilomyces et Mucor. Ce sont des
champignons qui sporulent beaucoup et envahissent rapidement un substrat. Nous
n’avons pas isolé le genre Trichoderma signale par de nombreux chercheurs a travers le

monde, comme contaminant sur des cultures de divers champignons comestibles.

Nous avons cherché a définir les principales conditions de fabrication du blanc a
savoir la température d’incubation, I’humidité et le pH dans les grains d’orge pour une
optimisation de la croissance mycélienne , a I’intérieur et autour des grains d’orge

ramollis par ’humidité et le traitement thermique.

Cette étude a été réalisée sur le blanc primaire ou master, elle aurait pu étre réalisee

également sur le blanc secondaire ou blanc final.

Les mesures effectuées sont des estimations visuelles de I’occupation de la surface

des grains d’orge par le mycélium de pleurote.

Cette étude montre que 6 jours d’incubation sont insuffisants pour I’obtention d’une
orge bien envahie par le mycélium de pleurote. La fabrication d’un blanc de qualité,
avec un mycélium bien implanté dans les grains d’orge, nécessite entre 8 et 15 jours
d’incubation selon la période de culture, ce etmps a donc été amélioré par rapport a 2007

(Mansour-Benamar et al, 2007).
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Un temps d’incubation de 9 jours est relativement court par rapport a ce qui a été
rapporté par certains chercheurs, entrel4 et 30 jours en moyenne pour Rosado et al
(2002). Un blanc (mycélium) agé de 3 semaines, sera plus résistant et plus vigoureux

qu’un blanc plus jeune.

Le blanc obtenu au cours de cette expérience, apres 15 jours d’incubation, est de
bonne qualité avec des grains d'orge bien enrobés par du mycélium blanc

rhizomorphique aussi bien pour le pleurote local que le commercial

Concernant la quantité d’eau distillée a ajouter aux grains d’orge bien lavés a ’eau
froide ensuite a ’eau bouillante puis égouttés, 40 ml sont suffisantes pour réhydrater
correctement les grains d’orge sans qu’ils éclatent. Ces 40 ml apportent dans les grains
d’orge un taux d’humidité relative de 57% ce qui est un taux acceptable pour le
champignon n’étant pas loin des 60% d’humidité relative recommandé par Oei (1993),
Oei &Nieuwenhuijzen (2005) et Nieuwenhuijzen (2007).

Nous avons observé qu’un exces d’eau (> a 55ml d’eau) transforme ’orge en une
sorte de pate collante apres stérilisation. Les mycelia de POC et POL n’ont jamais poussé
correctement dessus, probablement par manque d’air. Par contre cet excés d’eau a
favorisé fortement le développement de levures facilement reconnaissable a leur odeur
caractéristique.

Selon Olivier et al (1991) un exces d’eau favorise ’apparition de bactéries et un

manque d’eau empéche le mycélium de se développer.

Les pleurotes poussent a des températures situées entre 20 et 30°C avec un taux
d’humidité de 55 a 70% sur divers déchets agricoles et c’est grace a sa nature flexible que

le genre Pleurotus est le plus cultivé (Ahmed et al, 2013).

Concernant les températures d’incubation, malgré I’absence de mise en évidence
de différence significative entre la croissance de POL et POC aux trois températures
testées (22, 25 et 28°C), une lecture plus detaillée de la boite de dispersion (fig54) révele
que les taux de colonisation de 1’orge obtenus sont plus homogenes a 28° qu’aux deux

autres températures.

C’est a 22°C que les taux de colonisation les plus bas ont été obtenus.
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On peut considérer que 28°C est la température d’incubation optimale, mais sur le
plan pratique, pour éviter tout probléme de surchauffe li¢e a ’activité des deux souches
de champignon, une température de 25°C est conseillée conformément aux
recommandations de Olivier et al en 1991. Cette température (25°C) est celle qui est
habituellement utilisée par de nombreux chercheurs pour la culture des pleurotes
(Gibriel et al, 1996 ; Velazquez Cedeno et al, 2002 ; Velazquez Cedeno, 2005). Pour
Lelley (1984), la température optimale de croissance du pleurote en huitre se situe entre
20 et 24°C avec une humidité relative dans la salle de culture de 80 a 90%.

Pour la culture du pleurote en huitre, Olivier (1991) a recommandé un pH de 6,5
alors que pour Philipoussis (2009) c’est un pH basique égal ou supérieur a 8 qui est
recommandé. Le pH de I’orge additionnée de 2% de carbonate de calcium est de 7,40,
donc se situe entre les pH recommandé par Olivier et ses collaborateurs et Philipoussis.
Nous avons remarque que plus le pH est basique, meilleure est la croissance de POC et
POL et moins les cultures sont sujettes aux contaminations par les bactéries et les

moisissures. Cela peut constituer un facteur d’électivité du substrat pour POC et POL.

Si le pH est un facteur limitant pour I’activité de certaines enzymes comme les
hydrolases qui ont besoins d’un milieu particulierement acide, certains champignons
pathogénes se chargent d’acidifier le milieu en excrétant des acides organiques comme

I’acide oxalique par exemple (Geiger, 1975).

Cette acidification du milieu a été obhservée sur les différents substrats testés dans

le cadre de cette étude pour la culture de POC et POL.

Conclusion : la fabrication de blanc de POC et POL dépend de nombreux facteurs
dont il faut tenir compte : pour le substrat de base nous recommandons 1’utilisation de grains
d’orge destinés a I’alimentation humaine, un taux d’humidité relative de 57%, un pH de 6,5,

une température d’incubation située entre 22 et 28°C.

3- CULTURE EN BOITE DE PETRI ET EN SAC DES DEUX SOUCHES DE
PLEUROTE

Culture en boite de petri
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Le but principal de cette partie de 1’étude est de vérifier la précocité et la rapidité
des mycelia des deux souches de pleurote en huitre POC et POL a se développer et a
coloniser des substrats lignocellulosiques aussi complexes que le grignon d’olive et le

marc de café.

Lemke (1978), en parlant de la vitesse de croissance du mycélium d'Agaric, estime
qu’elle est influencée par différents facteurs, notamment le milieu de culture, la

température ambiante et la souche utilisée.

Mata et al (2001) estiment que la capacité d'un champignon a croftre sur un substrat
lignocellulosique est liée a la force de son mycélium ainsi qu’a sa capacité a activer des
mécanismes physiologiques nécessaires pour exploiter convenablement son milieu. lls
ajoutent que si les caracteres de fructification sont parmi les criteres permettant de
déterminer la sélection des souches, un intérét particulier doit &tre porté a la capacité de
la souche a envahir un substrat donné. En effet, la premiere étape importante dans la

culture d'un champignon sur un substrat solide est la vitesse de la colonisation fongique.

La vitesse de colonisation d’un substrat est un paramétre important en raison du
probleme de concurrence en cas de présence de microorganismes antagonistes suite a un

traitement thermique insuffisant (Zervakis et al, 2001).

Néanmoins, selon Zervakis et al. (2001), la croissance d'un champignon doit étre
lente et dense, afin de permettre au mycélium de mieux exploiter les ressources nutritives

que lui offre le substrat.

La forme mycélienne donne aux champignons I’avantage de pouvoir coloniser trés
rapidement un milieu, du fait de la surface de contact optimale pour rechercher et

assimiler les nutriments (Thuillier, 2013).

Les taux d’humidité initiaux utilisés dans les substrats de culture (en boite de Pétri

puis en sac) des deux souches de pleurote sont acceptables.

C’est la paille qui absorbe le plus d’eau (75% d’humidité relative) et ¢’est la fraction
ligneuse du grignon (GOS) qui en retient le moins (36%). L’addition de la paille a fait
passer le taux d’humidité a 48 % dans GOSP20.
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La fraction riche en pulpe retient plus d’humidité relative (60%) que le grignon
(55%).

Le taux d’humidité dans les grignons supplémentés par la paille augmente avec

I’augmentation du taux d’incorporation de la paille.

Grace a sa capacité de rétention de 1’eau, en plus de I’amélioration de la structure du
substrat qui devient moins compact, donc plus aéré, et grace a la circulation d’air et de I’eau
atravers les chaumes coupés, la paille a permis une amélioration de la croissance mycélienne
des deux souches de pleurote et une amélioration des rendements etde I’efficacité biologique

des deux souches de pleurote .

En outre, la paille de blé apporte des éléements minéraux comme le potassium et le
phosphore et constitue également une source d’alcalinité (FRCA Picardie et Cooperenergie,
2008).

Les deux souches de pleurote POC et POL ont présente, selon le test statistique de
Kruskal & Walis effectué, une capacité similaire a se développer respectivement sur les
7 substrats testés a savoir le grignon d’olive (GOB) , la fraction de grignon d’olive riche
en pulpe (GOI), la fraction de grignon d’olive riche en lignine (GOS), GOB enrichi par
10% de paille (GOBP10), GOB enrichi par 20% de paille (GOBP20), GOI enrichi par
20% de paille (GOIP20), GOS enrichi par 20% de paille (GOSP20), le marc de café (MC)
et MC supplémenté par 20% de paille.

L’addition de 10 ou 20% de paille de blé a permis une amélioration de la croissance
mycélienne des deux souches de pleurotes sur GOB, et ’amélioration la plus importante
a été observée sur GOBP10. Quant au marc de café, I’addition de 10% de paille de blé
n’a pas permis une augmentation significative dans la croissance mycélienne des deux
souches de pleurote dans le cas présent, mais une étude réalisée en 2014 (Mansour-
Benamar et al, 2014) a révélé que I’addition de 10 ou 50% de paille de bl¢ a permis une
augmentation significative des rendements en carpophores des deux souches de pleurote
POC et POL.

Les champignons qui arrivent a se nourrir de la décomposition de la biomasse
végétale sont d’intéressants producteurs d'enzymes de dégradation des parois cellulaires

(Marcolongo et al, 2014). Les champignons de la pourriture blanche dont font partie les
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pleurotes sont les seuls microorganismes capables de dégrader efficacement la cellulose,
les hémicelluloses et la lignine du bois (Lekounoungou, 2008).

Le dosage des activités enzymatiques va permettre d’identifier les enzymes
extracellulaires associées a la croissance et au développement des deux souches de
pleurotes POC et POL.

Les différentes activités enzymatiques mesurées dans les substrats sont en accord

avec la croissance mycélienne.

Concernant les activités hydrolases, sur le grignon d’olive (GOB), c’est au 8° jour
d’incubation que cette activité est la plus importante. Malheureusement, ces activités
n’ont été mesurées sur GOI et GOS qu’au 24° et 35° jours d’incubation. Nous ne savons

pas comment réagissent POC et POL au cours des premiers jours d’incubation.

Sur le marc de café, c’est au 24° jour d’incubation que D’activité est la plus
importante alors qu’elle était stable et réguliere mais faibles entre le 7° et le 18° jour

d’incubation. Apres le 24° jour d’incubation, ces activités ont diminué.

La mouture du café a peut-étre favorisé 1’accés pour deux souches de pleurote a des
molécules facilement assimilables d’ou la faible activité enzymatique durant les premiers

jours d’incubation

Les hydrolases dégradent la cellulose, I’hémicellulose et les pectines par contre les
oxydases comme la laccase, jouent un réle dans la dégradation de la lignine (Guillaumin
et al, 2005). Cellulose, hémicellulose, lignine et pectines sont des constituants de la paroi

cellulaire végétale.

La cellulose est le polymére naturel linaire de B-D-glucose le plus abondant dans la
biosphere. Elle participe a la structure physique et a la résistance des cellules vegétales
(Garrett & Grisham, 2000)

Les hémicelluloses sont définies structurellement comme des polysaccharides

polyméres de pentoses (comme le xylose et I’arabinose) et d’hexoses (comme le glucose,
le mannose et le galactose) (Vidaud et al, 1982, Wertz, 2011).

Le xylose est le 2° sucre le plus abondant dans la biosphére apres le glucose (Wertz,
2011).
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Les lignines sont des macromolécules polyphénoliques.

Cellulose, hémicelluloses et lignines sont les constituants majeurs des matériaux
lignocellulosiques. La résistance de la cellulose a I’hydrolyse enzymatique s’explique
d’une part par la présence de la matrice formée par les hémicelluloses et la lignine qui
entoure la cellulose et par la structure hautement ordonnée de la cellulose qui lui confére

une certaine cristallinité (Vidaud et al, 1982).

Salhi-Mohand Oussaid (2004) a déterminé la teneur en composes pariétaux du
grignon d’olive broy¢ et déshuilé en pourcentage de la matiere seche (MS); les composés
solubles dans I’eau chaude (formés d’oligosaccharides, de pectines et autres) ont été
estimés a ~ 18%; et la fraction résiduaire (~ 80% de la MS) est composée de cellulose
(majoritaire avec ~ 44%), suivie de la lignine (~ 25%) puis des hémicelluloses (~ 12%).
Les cendres ont été estimées a 0,9 % de la MS.

Cet auteur rapporte que la pulpe d’olive contient de la lignine, de la cellulose et des
polysaccharides pectiques riches en arabinose, du xylane et des xyloglucanes. La fraction

lignocellulosique représente 60% de la coque du noyau d’olive.

Parmi les hydrolases, nous avons mesuré, dans le grignon d’olive, les activités -
glycosidases dont les B-glucosidases (appelées egalement cellobiases) qui sont des
enzymes importantes de la dégradation de la cellulose pour libérer des monomeres de
glucose nécessaire a I’alimentation des mycelia des deux souches de pleurote pour leur

croissance.

Cette activite est plus importante au 24° jour d’incubation qu’au 10° jour
d’incubation pour les deux souches de pleurote, et, est particulierement importante pour

la souche locale (presque 5 fois celle de POC) sur GOB.

Les activités enzymatiques xylosidase, galactosidase et mannosidase sont des
activités hémicellulasiques c.-a-d. des activités de dégradation des hémicelluloses. En
effet les hémicelluloses (20 a 40% de la biomasse lignocellulosique) ont une structure et
une organisation variable d’ou la nécessité de I’action concertées de nombreuses enzymes

pour leur dégradation (Wertz, 2011).
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Pour la souche commerciale, ’activité p-xylosidase est négligeable au 24° jour
d’incubation. Elle est plus importante au 10° jour d’incubation, et est de méme importance

pour POC et POL. Pour POL P’activité est la méme aux deux temps d’incubation.

Les mannanes et les glucomannanes sont généralement peu abondants chez les
Spermaphytes, et ne représente que 3 a 5% du poids sec de la paroi primaire des
Dicotylédones et 2 a 5% de la paroi secondaire (Wertz, 2011), ce qui expliquerait une
activité f-mannosidase aussi faible aux deux temps d’incubation, 10 jours et 24 jours car

les hydrolases extracellulaires sont des enzymes induites par le milieu (Geiger, 1975).

Parmi les hémicellulases, les mannosidases et galactosidases agissent sur les
constituants de la chaine principale et des substituants des hémicelluloses (, 2008).

Les NAG (N-Acétyl B-D-Glucosaminidases) sont des enzymes impliquées dans la
dégradation de la chitine, La chitine est un polysaccharide azote issu de la polymerisation
du N-acétyl-glucosamine liés entre eux par une liaison osidique du type -1,4. La chitine
est un materiau resistant et souple ou dur lorsqu'elle est associée a du carbonate de
calcium. Elle existe chez de nombreuses espéeces animales (les arthropodes dont les
insectes et les crustacés) ou fongiques (dont les macromycetes), chez qui elle joue un réle

structural important.

Cette activité est plus importante pour la souche locale que pour la souche

commerciale aux 10° et 24° jours d’incubation.

Les deux souches ont des activités différentes: pour POC c’est au 10° jour
d’incubation que I’activité est la plus importante (11,45 nmoles p-nitrophénol libérées/g
substrat sec/min vs 7,37) et pour POL c’est I’inverse avec 39,94 nmoles p-nitrophénol

libérées/g substrat sec/min au 24° jour d’incubation vs18,40 au 10° jour d’incubation.

Selon Savoie et al (1999), les NAG sont responsables de la dégradation de la paroi
cellulaire microbienne. Ces chercheurs ont trouvé que c’est entre le 40° et le 100° jour
d’incubation que les activités NAG sont les plus importantes (200 a 250 nmoles p-
nitrophénol libérées/g substrat sec/min) chez Lepista nuda, un champignon décomposeur

secondaire.

Les protéases sont des enzymes qui brisent les liaisons peptidiques des protéines.

C’est une protéolyse (Geiger, 1975). L’activité protéase est plus importante pour les deux
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souches de pleurote au 10° jour d’incubation. La souche commerciale a une activité nulle

au 24° jour d’incubation.

En ce qui concerne I’activité phénol oxydase, 1’activité laccase de POC équivaut
aux deux tiers de celle de POL, en d’autres termes la souche locale de pleurote a excrété
des laccases qui lui ont conféré une possibilité de dépolymérisation de la lignine plus

importante que la souche d’origine commerciale.

Selon Salhi-Ouhand Oussaid (2004), une carence en azote a permis le
développement d’une activité ligninolytique plus élevée chez Trametes versicolor et
Phanerochaete chrysosporium.

Dans le grignon d’olive la quantité d’azote a été estimée a 19,69 mg/g de substrat
sec. L’activité de la souche locale de pleurote a permis un enrichissement en cet élément
dont la quantité a été estimée a 24,83 mg/g de substrat sec. La quantité d’azote a
particuliérement augmentée (presque le double) dans la fraction acidosoluble alors qu’elle

a diminuée dans la fraction récalcitrante (5,71 vs 6,91 mg N/g substrat sec).

Conclusion : La culture en boite de Pétri offre ’avantage de travailler sur de petites

quantités de substrat. Elle permet des manipulations, en condition d’aseptie maximales.

La méthode utilisée pour le traitement thermique (couscoussier) et le taux
d’inoculation (7% poids/poids) sont convenables puisque nous n’avons pas observé de

contaminations dans les substrats de culture (grignon d’olive et marc de café).

Les analyses enzymatiques effectuées ont révelé une activité ligninolytique de la
souche locale de Pleurote plus importante que celle de la souche commerciale. Cela offre

des possibilités d’utilisation de cette souche en bioremédiation.

Culture en sacs des deux souches de pleurote

En ce qui concerne la fructification des deux souches de pleurote POC et POL, les
volées ne sont pas bien délimitées; en effet les carpophores ont été formées en continu
sur les différents substrats testés excepté sur le marc de café ou il y’a eu deux volées bien
distinctes. Olivier avait déja signalé en 1991que le genre Pleurotus était caractérisé par
I’absence de volées bien délimitées contrairement a Agaricus qui a des volées bien

marquées.
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La culture a durée en moyenne 60 a 65 jours dont 21 & 30 jours pour la croissance

végétative du mycelium.

Il y’a eu beaucoup de champignons dont le poids est inférieur a 2 g qui ont été
éliminé des résultats car jugés sans valeur commerciales, méme si ce sont les
champignons les plus tendres. Nous pensons que le poids des champignons
commercialisables doit se situer bien au-dessus de 2g. Les petits champignons s’asséchent
et se déshydratent trop vite et les gros champignons possedent un pied relativement long

et coriace.

Le nombre de carpophores total formés sur les différents substrats (GOB, GOl,
GOS, GOBP, GOBP10, GOBP20, GOIP20, et GOSP20) sont presque identiques (117
pour POC et 116 pour POL) avec des rendements respectifs moyens globaux de 168g de
carpophores par kg de substrat frais pour la souche commerciale et 1379 /kg substrat frais

pour POL. L’¢écart entre les rendements des deux souches de pleurote est de 31g.
Les carpophores de POC semblent donc un plus gros que ceux de POL.

L'addition de la paille de blé (10% ou 20%) et du carbonate de calcium (2%) a
amélioré de maniére significative les rendements et l'efficacité biologique des deux
souches de pleurote. Sur les substrats non supplémentés par la paille, les rendements sont
faibles pour les deux souches de pleurote mais semblent particulierement faibles pour
POC sur GOS.

GOS étant riche en lignine, cela laisse supposer que la souche locale a une activité
ligninolytique plus importante que la souche commerciale peut-étre plus adaptée a des
substrats moins riches en lignine comme la paille de blé. Cette hypothése est étayée par
le dosage des activités laccase qui sont plus importante pour POL sur le grignon d’olive

par rapport a POC.

Cette activité LAC pourrait contribuer a la nutrition des champignons pendant la

croissance végeétative en modifiant la lignine (Savoie et al, 1999).

Cette action sur la lignine va faciliter ’acces des cellulases, comme par exemple les
B-glucosidase, a la cellulose et ’accés des hémicellulases, comme les B-xylosidases et les
B-galactosidase aux celluloses. Les mesures effectuées montrent que les valeurs sont

généralement plus importantes pour la souche locale de pleurote.
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Selon Lekounoungou (2008), I’hydrolyse des polysaccharides (cellulose et
hémicellulose) est entravée par la présence de la lignine et 1’architecture compacte de la
paroi cellulaire végétale, ce qui rend leur dégradation en sucres fermenticibles par les
enzymes hydrolytiques beaucoup plus difficiles.

Kurt & Buyukalaca (2010) rapportent que les pleurotes possédent a la fois des

enzymes cellulolytiques et ligninolytiques.

D’apres Salhi-Mohand Oussaid (2004), les constituants de la lignocellulose sont
intimement liés, les hémicelluloses seraient unies avec la cellulose et la lignine serait liée
aux hémicelluloses par des liaisons covalentes et que c’est la dégradation des

hémicelluloses qui permettrait un meilleur accés aux autres polymeéres.

Concernant le nombre de carpophores formés par kilogramme de substrat frais, le

nombre s’est situ¢ entre 9 et 10 carpophores sur substrat non supplémenté¢ avec la paille

pour POC et entre 5 et 11 pour POL.

En présence de 10 ou 20% de paille, le nombre de carpophore a augmenté avec la
formation de 14 a 35 carpophores par kg de substrat frais pour POC et 14 a 29 carpophores
pour POL.

Ainsi, I’ajout de 20% de paille a permis d’augmenter le nombre de carpophores tout

en diminuant fortement leur poids et leur taille.

C’est sur GOBP10 que les champignons les plus volumineux et les plus lourds ont
été obtenus Sur les autres substrats, une lecture rapide des résultats bruts (Tab.25)
indique que la souche locale de pleurote parait mieux pousser sur GOS et GOSP20 et la

souche commerciale semble mieux pousser sur GIO et GOIP20.

Concernant le diametre moyen des chapeaux, la différence selon les souches est non
significative et la différence selon les substrats trés hautement significative et c’est sur
GOBP10, que nous avons retrouvé des carpophores avec les chapeaux les plus larges. Les
carpophores a chapeaux les moins larges ont été formés sur GOIP20, et c’est sur ce
substrat que le nombre de champignons formés est le plus élevé. En effet nous avons

constaté que plus les champignons formés augment en nombre, plus leur taille diminue.
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Concernant la longueur du pied du carpophore, Il y’a des différences hautement
significatives entre les deux souches de pleurote et entre les substrats de culture. POC a
formé des carpophores a pieds plus longs et c’est sur GOI que les carpophores a pieds les
plus long se sont formés puis sur GOS. Les carpophores a pieds les plus courts ont été
obtenus sur GOSP20.

Concernant la largeur des pieds des carpophores formés, il n’y a pas de différence
significative entre les souches de champignon étudiées, la différence est significative
entre les substrats. C’est sur GOBP10 que les champignons a pieds les plus larges ont

été obtenus.

La souche POL, au moment de sa récolte a présenté un pied trés court et
relativement large, avec un chapeau large en forme d’éventail, de couleur beaucoup plus
sombre que ceux développés en intérieur (laboratoire) qui sont toujours clairs. La
longueur des pieds serait un indicateur d'éclairage au cours de fructification. Plus le pied

est long, plus il y’a manque d’éclairage (Yildiz et al, 2002).

Nous pensons que d’une mani¢re générale, les champignons obtenus, apres
supplémentation du marc de café et le grignon d’olive par la paille et optimisation du pH
par le carbonate de calcium, sont de bonne qualité. Les efficacités biologiques aussi bien
de la souche locale de pleurote que la souche commerciale sont comparables a celles
obtenues par de nombreux chercheurs (Zervakis et al, 1996; Upadhyay et al, 2002;
Velazquez Cedefio et al, 2002 ; Yildiz et al, 2002; Fan et al, 2006 et Mane et al, 2007).

L’addition d’une source d’azote en plus de la paille et du carbonate de calcium, peut
également améliorer les rendements. L’ importance de cet élément a été soulignée par
Zied et al (2011). Pour Upadhyay et al. (2002), lI'azote est un elément essentiel pour les
fonctions cellulaires de croissance et de diverses activités métaboliques particulierement

la synthese des protéines et des enzymes.

Un essai de culture de la souche POL sur grignon d’olive supplémenté avec 1% de
gypse et 10% de son de blé, dans des conditions controlée, au laboratoire MYCSA de
I’INRA Bordeaux Aquitaine (France), a permi un fort développement du mycelium de
POL formant une bonne couche de stroma (fig.70-G et H) , aprés seulement une seule
semaine de culture a 25°C. La phase de latence pour ’apparition des primordia était

¢galement d’une semaine (Fig.70-H).
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La formation d’un stroma est redoutée par les producteurs de champignon car une
importante couche de stroma constitue une barriére a 1’émergence des primordia et
pertube la fructification. Cette expérience montre les améliorations possibles a apporter a
la culture des deux souches de pleurote.

Conclusion : La culture en sac est un technique intessante pour la culture des
champignons. Elle offre la possibilit¢é de manipuler les blocs de culture en toute
sécurité.L’optimisation du pH avec 2% carbonate de calcium et la suppléméntation des
substrats avec respectivement10% de paille de blé pour le grignon d’olive et 50% de paille
de blé pour le marc de café ont amélioré considérablement les rendements et le nombre
de carpophore tout en diminuant la taille des carpophores obtenus. Les carpophores de la
souche locale ont présenté un pied plus court par rapport a ceux obtenus pour la souche
commerciale, qualité recherchée chez les pleurotes car le pied étant coriace, n’est pas

consommeé.
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Le grignon d’olive et le marc de café sont des résidus lignocellulosiques issus de
I’industrie oléicole pour le premier, et, de I’industrie et de la consommation du café pour le

second.

Le grignon d’olive est disponible en trés grande quantité sur une courte période de
I’année. Par contre, le marc de café est disponible quotidiennement mais en quantités moins

importantes

Grace a cette ¢tude, nous avons pu montrer qu’il était possible de valoriser ces deux
résidus agricoles (ainsi que la paille de blé) par la culture de deux souches de champignons
lignocellulolytiques comestibles du genre Pleurotus.

La souche locale de pleurote a présenté des capacités a se développer sur le grignon
d’olive et le marc de café bruts, sans aucun additif, tout comme la souche commerciale. Les
champignons produits sont tendres et savoureux avec un bel aspect, mais les rendements

étaient trop faibles.

La supplémentation du grignon d’olive avec 10% de paille de blé et ’optimisation du
pH des substrats avec 2 % carbonate de calcium a amélioré les rendements des deux souches
de pleurote, d’une maniére hautement significative. Il y’a eu diminution du taux de
lignocellulose et de protéines totales dans GOB et GOS par contre cette addition de paille

a fait augmenté le taux de cellulose et de protéines dans GOI.

D’une maniére générale I’action des deux souches de pleurote a permis une diminution
de la lignocellulose et une augmentation des proteines, davantage avec la souche locale par

rapport a la souche commerciale

Pour le marc de café 1’addition de 10% de paille n’a pas amélioré les rendements en
carpophores; ¢’est ’addition de 50% de paille qui a permis une bonne amélioration dans les
rendements pour les deux souches de pleurotes tout particulierement pour la souche

commerciale.

La formulation des substrats est donc une étape importante de la culture des

champignons et les rendements en carpophores en dépendent.
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Il ne s’agissait pas pour nous de faire un choix entre les deux substrats, notre objectif
étant de trouver la meilleure formulation pour chaque substrat et les meilleures conditions

de croissance du mycelium et de fructification des deux souches de pleurote.

Ainsi, nous avons pu montrer que I’optimisation du pH et I’amélioration de la structure
des deux résidus par addition de la paille, est une méthode prometteuse pour la production
de champignons

Compte tenu des quantités de divers résidus lignocellulosiques produits chaque année
et compte tenu des valeurs nutritionnelles et médicinales des pleurotes (rapportées par de
nombreux chercheurs a travers le monde) et sachant que les pleurotes ont des complexes
enzymatiques qui leur donnent la capacité a se développer sur divers résidus agricoles, et
que la culture des pleurotes est la technologie la plus facile parmi les champignons
comestibles et est également la technique qui nécessite le moins d'investissement, il est
vivement recommandé de procéder, en Algérie, a la culture de ces deux souches de Pleurotus
ostreatus, la commerciale existante et I’isolat sauvage, a I’échelle commerciale et pourquoi

pas industrielle.

Le grignon d’olive pourrait étre valorisé prés des huileries ou il est produit, en générant

un aliment et une source de revenus complémentaires.

En dehors de la période de production oleicole, le marc de café et la paille de blé
pourraient étre utilisés comme substrats pour une production de carpophores en continu et

fournir en permanence le marché avec les pleurotes.

Nous considérons que notre travail est un bel exemple de valorisation des deux déchets

agro-industriels locaux et des ressources biologiques locales.

Pour terminer, nous pouvons donc dire que la culture de Pleurotus ostreatus est

prometteuse dans le bassin méditerranéen a proximité des huileries d’olive.

D'autres résidus agro-industriels pourraient étre utilisés et la diversification est

envisagée avec l'isolement de mycelia d'autres espéces de champignons locales.

Les nombreuses possibilités qu’offrent les pleurotes et bien d’autres espéces de
champignons comestibles ou non comestibles, dans différents domaines, en écologie en tant

que biodépolluants, en alimentations humaine (exemple que nous avons présenté dans le
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cadre de ce travail) et en alimentation animale (les résidus de culture de POC et POL ont été
incorporés par Akkache en 2009 a I’aliment du lapin de population locale (Tizi-Ouzou) et
dans le domaine de la santé avec les découvertes de nouvelles molécules a grand potentiel

thérapeutique, ouvrent de trés nombreuses perspectives.

Les perspectives réalisables dans I’immédiat sont I’isolement et 1’identification des

moisissures et bactérie contaminantes rencontrées aux cours des manipulations.
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RESUME
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de P. ostreatus (LPO), poussant sur le ricin, a été isolée. Son mycélium a été multiplié sur
grains d'orge (blanc). Ce blanc a servi a inoculer du grignon humidifié et pasteurisé dans un
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1. Introduction

The cultivation of olive trees prevails in the Mediterra-
nean countries, where 90% of the world olive trees are
concentrated [1]. The most productive regions of olive oil
are located in Spain and Italy. Algeria ranks at the eighth
position with oil production estimated at 1% of world
production [2] and the department of Tizi-Ouzou ranks at
the second position in Algeria after Bejaia. The cultivated
varieties of olive trees are Olea europea var. chamlal (90%)
and O. europea var. azaradj and O. europea var. lemli (10%)
(Direction des services agricoles, Tizi-Ouzou). Oil industry
generates in a short period (2 to 6 months) huge quantities
of seasonal wastes: olive mill waste water (OMWW) or
vegetation water and solid olive mill wastes (SOMW) or
olive-cake or olive pomace. To get rid of these wastes that
amount to 80% of the initial weight of harvested olive
(SOMW: 30%, OMWW: 50%) represents a crucial problem
for oil-producing countries [3,4], all the more that the
world demand for olive oil is continuously increasing [5].

The raw solid waste is a by-product of the first pressing or
centrifugation. It is composed of husk of the grinded core
(endocarp or pit) (42%), the crushed “kernel” (3%), the olive
envelope (epicarp or skin) and the pulp (mesocarp) (21%)
and about 25% to 28% of water and a significant quantity of
residual oil (9 to 10%), which enhances the rancidness of the
SOMW [6,7]. The fact that it contains a lot of raw cellulose
(35 to 50%) and phenolic compounds and the link of the
proteins to parietal components (75% of nitrogen) makes it a
substratum not very used in animal foods, because of its
weak digestibility and degradability [7-10].

SOMW are sometimes used, as a combustible, or to
extract residual oil, or to “straw” olive trees in order to
prevent erosion (but gives rise to soil acidity problems) or
finally composting [11-13]. Another suitable way of
SOMW valorization is its conversion into edible mush-
rooms that could be used in country, like Algeria, where
demography is much increasing. Indeed, fruiting bodies
are of high nutritional value, they contain an important
amount of proteins well balanced with essential amino
acids, vitamins and minerals and have low sugar and fat
contents [14-17]. Pleurotus spp. fall between high-grade
vegetables and low-grade meats [18]. Edible mushrooms
are recommended by FAO as food, contributing to the
protein nutrition of cereal-dependent developing coun-
tries [19]. They can be marshaled to aid in solving many
problems, like protein shortage, resource recovery, and
environmental management [20]. The most used species
for the valorization of various rural or agricultural crude
wastes is the white-rot fungus Pleurotus spp. (oyster
mushroom). Pleurotus spp. is cultivated worldwide, it has
favorable organoleptic and medicinal properties, and its
growth is vigorous. The interesting aspects of the cultiva-
tion of Pleurotus are that it is a relatively simple and low-
cost technology with high yield potential [21-24], and it
does not require a composted substrate [25,26]. In
addition, the production of mushroom is a way to promote
employment and social development in rural areas [27,28].

Criteria of good mushroom production are a good yield
of fruiting bodies, estimated by Olivier et al. [29] to 10-16%
of marketable mushrooms harvested per disinfected and

spawned substrate for non-enriched substrates and 14-
18% for substrates rich in protein inoculated at the rate of
5-8%, with short incubation period (8-10days) and
fruiting duration (3 weeks).

The life cycle of the oyster mushroom goes through two
phases: the vegetative and the fruiting stages. In mush-
room cultivation, the vegetative growth ensures dicaryotic
mycelium growth. Both stages have different requirements
and, according to Olivier et al. [29], they depend on three
main factors: the strains themselves, growing medium and
environmental factors.

The fungus is saprophytic, then, the growing medium
must bring him the organic matter it needs, such as carbon,
nitrogen, minerals, and vitamin. The carbon elements
represent a major source of energy for the growth of
mushrooms. The carbon used by the oyster mushroom s in
a complex form, cellulose, hemicellulose, lignin, and
pectin. Oyster mushrooms use for their development
agricultural wastes rich in cellulose with low nitrogen
content. According to Delmas [16], nitrogen requirement
of mushrooms seems to be covered by its ability to extract
the available forms of nitrogen, even in low quantities. The
C/N ratio can be up to 40-50.

Oyster mushrooms need evenly oxygen for breathing
and for degradation of lignin [30], minerals as potassium,
phosphorus, magnesium, calcium, zinc... and vitamin
(thiamine). The main problem for growing mushrooms is
the contamination by molds of the genus Trichoderma
(Velazquez-Cedeiio [22]) and the genera Penicillium and
Aspergillus [31]. A pH value from 5 to 6, which is favorable
for the growth of Pleurotus ostreatus (pH5-6), is also
beneficial for the development of Trichoderma; so, Laborde
and Delmas [32] recommend a pH of 6-7 and Philippoussis
[25] recommended a pH of over or equal to 7.5. The
optimum growth temperature is 25°C and the fruiting
temperature is about 15°C [29]. Oyster mushroom
requires a humidity of 80-85% in the incubation period
and 80-90% during fruiting. Fruiting requires light,
preferably of daylight type.

In the present work, the potential of the local strain was
compared with that of a commercial strain of P. ostreatus
for its ability to produce fruiting bodies by using SOMW as
a substrate. The aim was to determine if SOMW could be
valorized near the place of their production by generating
human food and a complementary source of income.

2. Material and methods
2.1. Fungal strains

Two strains of oyster mushrooms were used: A local
strain of Pleurotus ostreatus (Jacq.: Fries) Kummer (LPO)
isolated in 1993 under our care in Oued-Aissi (Tizi-Ouzou,
Algeria) from tissue culture of the fruiting bodies
[identification of LPO was performed using morphological
characters in 1993 and confirmed in 2007 by the method of
Internal Transcriber Spacer (ITS)] and a commercial strain
of P. ostreatus (P535) (CPO) coming from the “Royal
Champignon” company (France) in 1993. The strains are
kept in tubes on PDA (potatoes—dextrose—agar) at 4 °C, and
sub-cultured every 3 to 4 months.
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Fig. 1. Spawn of CPO (left) and LPO (right).

The quality of the strains after storage was determined
by measuring the diameter of the mycelia formed along
two perpendiculars axes of LPO and CPO on PDA, after
incubation for 8 days at 25 °C. Ten replicates per strain
were used.

2.2. Spawn preparation

We used the method consisting of moistening barley
grains (90 to 100 mL water/100 g of washed and drained
barley grains) and then, sterilized during 1 hat 120 “Cinan
autoclave; each bag, containing 100 g of sterilized grains,
was inoculated by using the mycelium colony developed
completely on 30 mL of PDA in a 9 cm Petri dish [31]. The
barley grains used are taken from the harvest of the year.
They were purchased from a farmer of Boghni (Wilaya of
Tizi-Ouzou, Algeria).

The multiplication of the spawn was achieved from the
first spawn made by inoculating grain bags with 10 g of the
spawn (Fig. 1), according to the method used by
Velazquez-Cedeno [22].

2.3. Estimation of mycelial ability to colonize pasteurized
SOMW

Raw solid olive mill wastes was gathered from a modern
olive mill (three phases) in Oued-Aissi (Tizi-Ouzou, Algeria).

Fig. 2. Traditional steamer (Couscoussier).

4

Fig. 3. Experimental apparatus for evaluating the mycelial growth in Petri
dish of CPO and LPO on SOMW (without spawn, left, with spawn, right).

The water content (29.8%) was increased with 350 mL of
distilled water/kg of solid waste and pasteurized by thermal
processing in a steam cooker during 1 h (Fig. 2) [31,33].
Samples of 40 g of pasteurized SOMW were placed in a Petri
dish to estimate the mycelial growth of the two P. ostreatus
strains (Figs. 3 and 4). In order to enable ventilation, five
small holes were made on the dish covers with a red-hot
needle. Each dish was inoculated with three grains of spawn
placed at the center, with ten replicates per strain. The
mycelial growth ability was measured (in cm?) as the area
filled by the mycelium on the third and sixth days of
incubation at 25 °C.

2.4. Cultivation in bags and yields

Pasteurized solid olive waste and pasteurized solid
olive waste supplemented (SOMWS) (88%) with 2% of
calcium carbonate and 10% of wheat straw (WS) were
distributed in plastic bags of 2 kg each (Fig. 5). Wheat straw
had been previously chopped in pieces of 1 to 3cm of
length, then, soaked in water for the night and afterwards
drained for two to three hours to allow the excess water to
drop. Five bags were prepared for each strain cultivated on
the SOMW and ten bags for each strain cultivated on the
SOMWS (The difference in the number of the bags is due to

Fig. 4. Top: Petri dish with SOMW. Bottom: mycelium of CPO (at the
right) and LPO (at the left) after 3 and 6 days of incubation (inner
line = limits of spawn, intermediate line = mycelium after three days of
incubation, outer line = mycelium after six days of incubation).
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Fig. 5. Preparation of SOMWS (88% SOMW + 10% WS + 2% CaCO3).

the needs of another experiment. SOMW and SOMWS were
wetted with 350 mL of tap water per kilogram of substrate.
Wheat straw was purchased from the straw market of
Oued-Aissi (Tizi-Ouzou, Algeria). The chemical composi-
tions of SOMW, WS and SOMWS are given in Table 1.
The bags were aseptically sowed near the flame of two
Bunsen burners, with the prepared spawn at the rate of 7%
(w/w). The incubation duration was 30 to 35days at
25+1°C and 70-80% of relative humidity in air. On the
fifteenth day of incubation, the bags were perforated with a
very tin needle. When the primordia began to appear, the
bags were removed and to enhance fructification, the
climatic conditions of the cultivation room were changed.
The room was cooled with frozen water (4 °C) and by putting
melting ice near the cultivation blocks shaped by the
mycelium grown around the SOMW and the SOMWS. The
temperature was thus kept at 20 °C and ambient moisture till
95% by means of a humidifier. The fruiting bodies were
harvested daily at their commercial stage of maturity. The
number and the weight as well as the size of the caps and the
length and width of the foot of each fruiting body were
recorded and the average yields and the biological efficiency
(BE) were calculated. Yields and BE are two way to express

Table 1
Chemical composition of WS, SOMW and SOMWS in % of dry weight.
SOMW WS SOMWS

Moisture 29.80=0.25 6.59 +0.16 16.38 +0.32
Dry weigh (Zww) 70.20 £ 0.25 93.41 +0.16 83.62 +0.32
Ash 1.95 + 0,09 6.06 = 0.59 2.18+0.17
Organic matter 97.23 +£0,13 97.40 + 0.20 93.51 +0.64
Organic carbon 56.39 = 0,08 54.24 +0.37 56.49 +0.11
Cellulose 33.42° 40.80° ND
Hemicelluloses 15.12° 31.70° ND
Lignin 2232 10.00° ND
Nitrogen 1.06" 0.38° ND
Phosphorus 0.113" 0.08" ND
Potassium 0.833" ND ND
Calcium 0.820" 0.25¢ ND
pH 6.80 = 0.06 6.92 + 0.08 7.65 £ 0.05

ND: Not done.
2 Djadouf et al. [34].
b Manios and Balis [35].
¢ Marechal [36].
4 Comité national des co-produits [37].

the productivity, i.e. the conversion of the substrate into
fungal biomass.

Yield (g/kg) = total fresh mass of mushrooms (g)/
initial mass of substrate (Kg)

BE (%) = [total fresh mass of mushrooms (g)/
Initial dry mass of substrate (g)] x 100

These tests were performed between mid October and
late December 2009.

2.5. Statistical analysis

The whole results were submitted to a multifactor
variation analysis. ANOVA was completed by the New-
man-Keuls test when there were differences between the
average values (STATISTICA, version 5.1).

3. Results

Both commercial strain and local strains kept in
collection since 1993 were of good quality with average
diameters of the mycelium colony on PDA after incubation
for 8 days at 25°C being 8.3 +£0.24cm and 7.9 £0.39 cm,
respectively. The difference between the stains was not
significant (P=0.05).

The spawn was obtained after incubation for 8 to
10 days and it was of good quality with barley grains, well
coated by a white root-like mycelium.

The ability of the two strains to colonize pasteurized
SOMW was not significantly different (Table 2). It is
noteworthy that the average mycelial growth rate between
day 0 and day 3 was 0.5-0.6 cm? per day, whereas it was
1.05 cm?/day between day 3 and day 6. This shows that the
pasteurized SOMW is a good substrate for P. ostreatus.

As regards for the fruiting bodies (Figs. 6-8), the
flushes were not well delimited; the fruiting bodies were
formed continuously on both substrates SOMW and
SOMWS. The addition of wheat straw (10%) and calcium
carbonate (2%) had significantly enhanced the yields of
the two strains. The different results are gathered in
Tables 3 and 4. On the SOMW alone, there was no
significant differences between the strains for most of the
parameters, but on average, CPO tend to produce higher
percentages of small fruiting bodies than LPO. On SOMW
with 10% of WS and 2% of CaCO5; (SOMWS), the yields of
the local strain of P. ostreatus were significantly higher
(P=0.05) than those of the commercial strain P535.

Table 2
Average mycelial growth of LPO and CPO on the SOMW after 3 and 6 days
of incubation.

Strain Incubation Average of the mycelial
period (days) growth (cm?)

CPO 3 1.84=044a

CPO 6 6.15+1.45b

LPO 3 1.63+035a

LPO 6 6.13+1.09b

When followed by the same letters, the means are not significantly
different (P=0.05, Student’s test).
Average of six repetitions.
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Fig. 6. Fructification of LPO on SOMW.

However, fruiting bodies formed by CPO had caps with
biggest average diameter.

4. Discussion

The capacity of a mushroom to grow on a lignocellulosic
substrate is related to the vigor of its mycelium as well as
to its capacity to activate physiological mechanisms
necessary to adequately exploit the medium [38]. If
fructification characters are among the criteria for
determining strain selection; particular interest must be
placed on the strain capacity to invade a given substrate;
the first important stage in the cultivation of a mushroom
on a solid substrate is the speed of the hyphal colonization
[38]. In fact, the initial colonization speed is an important
character because of competition in case of the presence of
antagonistic microorganisms, but the growth of a mush-
room must be slow and dense, in order to enable the
mycelium to exploit the nutrient resources of the
lignocellulosic substrate [27]. PDA has been used by
numerous searchers. It was an adequate medium for up-
keeping mycelium of both P. ostreatus strains studied here,
i.e. LPO and CPO. The present records of mycelia diameters

Fig. 8. Fructification of LPO (a) and of CPO (b) [33].

are higher than those obtained previously with the same
strains (CPO: 8.27+0.24cm vs 7.31+0.73cm; LPO:
7.87+039cm vs 6.36+0.85cm) [31]. They suggest a
physiological adaptation of the strains to this medium and
a selection during the regular multiplication on PDA since
1993. It is confirmed when also compared to data obtained by

Table 3
Fruit body yields according to weight, size of caps, length and width foot intervals of CPO and LPO on SOMW and SOMWS.
Character Limit value SOMW SOMWS
CPO LPO CcPO LPO
Nb % Nb % Nb % Nb %
Fruit bodies weigh 2-499¢g 45 49 52 48 47 17 87 22
5-9.99¢g 32 35 33 31 57 20 110 27
10 g and more 15 5 23 18 176 63 203 51
Diameter's cap <5cm 62 67 52 48 92 33 168 42
5-9.99cm 27 29 54 50 171 61 188 47
10cm and more 3 3 2 2 17 6 15 4
Foot's length <2cm 12 13 22 20 44 16 93 23
2-499cm 68 74 74 68 136 49 155 39
5 cm and more 12 13 12 11 100 36 152 38
Foot’s width <1lcm 78 85 87 80 66 24 126 31
1-1.99cm 9 10 21 19 185 66 241 60
2 cm and more 5 5 0 0 29 10 33 8
Total 92 108 279 400
Nb of repetitions 5 10

Nb =number; <: lower; >: upper.
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Table 4
Cultural characters of CPO and LPO on SOMW and SOMWS.

Character SOMW SOMWS

CPO LPO CPO LPO
Incubation period (days) 30 30 30 30
Total duration of the culture (days) 65 65 65 65
Substrate surface colonized by the mycelium Totality Totality Totality Totality

Aspect of the mycelium
Number of sporophores

White, root-like
92

White, root-like
108

White, root-like
280

White, root-like
400

Average weight sporophores (g) 8.74+118a
Extreme limit value of the weight (g) 2-66.76
Average diameter of the cap (cm) 463+1904d,f
Extreme limit value of the diameter of the cap (cm) 1.75-12.50
Average length of the feet (cm) 3.16+1.29 h
Extreme limit value of the length of the feet (cm) 0.5-6

Average width of the feet (cm) 0.64 +0.55 j
Extreme limit value of the width of the feet (cm) 0.2-3

Yield (g sporophores/kg initial substrate) 80.39 + 63.26 |
Yield (g sporophores/kg dry substrate) 114.52
Biological efficiency (% fresh weight mushroom/ 11.45

DWsubstrate)
(Yield on SOMWS)/(Yield on SOMW)

6.71+5a 17.82+1529b 13.81+11.77 ¢
2.02-21.5 2.01-107.67 2.02-74.82
510=151d, e 6.04=217¢g 5.58+2.09e,¢g
2.50-10 1.75-16.50 1.53-13
265+139h 3.08+1.47 i 2.72+131i
0.5-7 0.5-11 0.4-9
0.62+0.63j 1.12+051k 1.08 =048 k
0.15-1.8 0.5-3.5 0.2-3
72.43 +25.841 248.58 +71.15 m 276.24 +85.45 n
103.18 297.73 330.51
10.32 29.77 33.05

2.60 3.20

When followed by the same letters, the average is not significantly different (P=0.05).

" Average of five replications.
“ Average of ten replications.

Gibriel et al. [39] after 7 days of incubation (8.6 cm) and those
of Alam et al. [40], with an optimal growth of P. ostreatus on
PDA of 7.70 cm in 10 days of incubation at 25 “C.

The pasteurized SOMW is a good substrate for
P. ostreatus, since the average hyphal speed of LPO and
CPO on SOMW in Petri dish was 3.99-4.37 mm/day during
the three first days and of 5.78 mm/day during the next
three days. These data on a complex medium like olive
pomace are higher than those found by Zervakis et al. [27]
(3 mm/day) on PDA, a simple medium.

As regarding spawn, the inoculation rate of 10% used
for the production of the spawn was chosen to allow the
rapid development of the fungus and prevent mold
contaminations (Penicillium, Aspergillus). Indeed, the
incubation time was reduced to one week, instead of
three to four weeks. We have not tested the rates above
10%. A higher rate of inoculation (> 10%) of the spawn will
probably enhance the mycelial growth and reduce the
incubation period, but the spawn will be too expensive
and non-attractive economically, since the barley grains
used are those used for human consumption. In addition,
with the production of large amounts of spawn, there is a
risk of overheating in the oven. Indeed, the excess heat
emitted by the fungal activity may kill the mycelium. The
inoculation rate of 7% used for the production of
mycelium on the two substrates was chosen also to
allow rapid development of the fungus and prevent mold
contaminations. We have previously tested the rates of
1%, 2%, 3% and 5%, every time we were faced with serious
problem of mold contaminations. We have not tested
rates above 7%, since Olivier et al. [29] recommended a
maximum 8% rate, with a special packaging of the
inoculated substrate in the form of tubes of small cross
section so as to allow the rapid evacuation of heat.
Contrary to the spawn, which is conditioned in pockets of
500 g to 1 kg, bags of cultivation mushroom used in
mushroom farms weigh 20 to 25 kg, so the risk of

overheating is too high. Actually, the usual rate of
inoculation used in mushroom farm is around 5%. Bhatti
et al. [41] studied the growth and the yield of P. ostreatus
on WS affected by different spawn rates (1% to 10%). They
concluded that spawning at a rate of 7% is the best dose
for obtaining early and high yielding (BE =45.4%) with a
maximum number of flushes and fruiting bodies per bag.
Zhang et al. [42] had tested three levels of spawn (12%,
16%, and 18%). They suggested the use of 16% rate spawn,
but they emphasized the need for further studies before
to be used (16% spawn) for large-scale cultivation.

The main aim of our work was to check whether the LPO
strain isolated in Oued-Aissi could develop on raw SOMW
without any supplementation. Since wheat straw is the
principal raw material for edible mushroom substrate
preparation in Europe and America [43], we have
examined in the second time whether the supplementa-
tion of the SOMW with 10% of wheat straw and 2% of
calcium carbonate could enhance the productivity of the
two strains. In both cases, the whole colonization of the
substrate by the mycelium needed on average 30 days to
be achieved. Fruiting duration was variable according to
the bags (30 to 35days) and the flushes were not well
delimited. It is a characteristic of Pleurotus spp. contrary to
Agaricus bisporus, the bottom mushroom that has marked
flushes [17]. The behaviour of the local strain is similar to
that of the commercial strain. In term of performance,
SOMW is not completely satisfactory, but in terms of
quality of fruiting bodies and in terms of taste, we got the
most beautiful and the most soft-fruiting bodies. We had
even consumed the foot that is usually tough. Indeed, the
yields of the two strains of oyster mushroom were weak,
since under ideal growing conditions, 1 kg of well-
colonized substrate should yield about 1 kg of marketable
mushrooms [25]. The yields are low when compared with
the results obtained on coffee-grounds with biological
efficiency of 31.7% for CPO and 19.7% for LPO [31].
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The yields are very weak when compared with results
of different researchers like those of Mane et al. [44] on 28
combinations of five agricultural wastes with Pleurotus
sajor caju; cotton stalks with WS gave high BE (79.61%).
Upadhyay et al. [45] studied the effect of nitrogen
supplementation in wheat straw on the yields of
P. ostreatus var. florida and had recorded with mustard
cake the lowest BE (53.2%) and highest BE with cotton seed
cake (94.6%). Yildiz et al. [46], with cultivation of
P. ostreatus on 33 combinations of agro-industrial wastes,
had found that the most suitable combination (leaves of
European aspen + waste paper) gave a biological efficiency
of 82.1%. Zervakis et al. [ 1] on raw SOMW obtained a BE of
46% and on SOMW mixed with 12.5% OMWW a BE of 36%
with cultivation of P. eryngii. The highest BE (125%) was
recorded on coffee-pulp with P. ostreatus IE-38 by
Velazquez-Cedeno et al. [47].

The conversion of hard lignocellulosic components of
solid wastes by oyster mushrooms is surely due to their
ability to produce a high level of cellulases and hemi-
cellulases and of phenoloxydases [48]. Sherief et al. [49]
have noticed that dipping of rice straw and sawdust in
heated water at 70-80 °C sterilized the substrates but also
contributes to a slight decrease in the ligneous material.
Pasteurization by using a cooking steamer probably helped
detoxification of SOMW as the boiling water in the steamer
became dark.

In our case, the perforation of the cultivation bags had
been done relatively late, after 15 days of incubation,
while Sheriff et al. [49] made ventilation holes after three
days of incubation. This might have an impact on the
growth of the mycelium of LPO and CPO, since the holes
allow air renewal and passage of moisture to the
mycelium. This period of 15 days was chosen because
we had long been faced with mould contaminations that
had caused serious losses. The risk for LPO and CPO is the
accumulation of carbon dioxide and water shortage.
However, according to Olivier et al. [29], during mycelial
growth, carbon dioxide is not a problem for Pleurotus that
supports up to 20-25% and this rate is negative for fungal
competitors, but it is harmful to the fruiting bodies. In
addition, for the safety of the staff in the culture room, the
rate should not exceed 1%.

The present results obtained about LPO strain are close
to those of Velazquez-Cedeifio et al. [47], with 50% of fruit
bodies having a cap diameter ranging between 5 and
9.9 cm. The CPO strain showed more fruit bodies with little
caps (< 5 cm) (65%) and about ten bulky mushrooms
(>10 cm). In general, the size of LPO fruit bodies can be
compared to those obtained by Mane et al. [44] on soya
straw. The CPO ones were slightly smaller. The mushrooms
(LPO and CPO) were, however, of good quality. They were
creamy-white and very tender, particularly those of small
size. The number of fruiting body obtained for CPO and LPO
were over the numbers obtained by Islam et al. [19] with
P. flabellatus on different substrates. The highest pileus
diameters of LPO and CPO fruit body were larger than those
obtained by these authors on a mango substrate (7 cm) but,
contrariwise, the lowest diameters of the pileus of the
fruiting bodies of LPO and CPO were too low (respectively
2.5 and 1.75 cm for LPO and CPO, vs 4 cm).

According to the results of Mane et al. [44], the larger
the cap, the longer the foot. We have found out the
opposite: the more the cap was large, the more the stipe
was short and conversely. The stipe length is a lighting
indicator during fructification: the more the stipe is long,
the more it misses lighting [46]. Laborde and Delmas [32]
related that with excess humidity (90-100%), fruiting
bodies of P. ostreatus had a narrow cap with a very long
stipe and, in the presence of 75-80% of moistness; fruiting
bodies are normal, with a large cap and a short foot. We
had noticed that when the stipe is too long, it becomes
tough and the mushroom is not marketable.

The weight of basidiomata of CPO was over that of LPO
but the numbers of basidiomata of LPO was higher than
that of CPO. Indeed, the greater the weight of the
basidiomata, the lower the number of basidiomata; this
has been equally observed by Zervakis et al. [27].
Supplementation of the solid olive mill waste with wheat
straw and calcium carbonate enabled us to improve the
yields of the two strains. In fact, addition of 10% wheat
straw and 2% of calcium carbonate had multiplied the
number of caps of LPO and CPO, respectively, by 3.7 and 3.0
and the yield of LPO by 3.2 and CPO by 2.6 in the same
operating conditions, even so wheat straw is considered as
a poor source of nitrogen (0.5 to 0.8%) [48]. Nitrogen is an
essential element for the cellular functions for growth and
various metabolic activities, particularly protein and
enzyme synthesis. Wheat straw contains slightly more
than 50% of carbohydrates (54.24% of DW in the WS we
used), making it one of the best substrates [50]. The
presence of straw could also have improved the structure
of the substrate. In fact, the straw provides channels to
oxygen inflow and through the substratum [12]. The
fruiting bodies have the same quality as on the SOMW for
the two strains, but even if the local strain had a higher
yield, CPO presented pileus with significantly higher
average diameter and weight. The yields of LPO and CPO
on SOMWS could be compared to the yields obtained by
Mane et al. [44] on soya straw, but the caps can be
compared to those obtained by these authors on a mixture
of cotton stalks and wheat straw for CPO as well for the
diameter of the pileus as for the length of the foot.
Concerning the other cultural characters taken into
account, there were no significant differences (P=0.05).
These results agree with those of Igbal et al. [51], and it is
known in Europe that Oyster mushroom is commonly
grown on pasteurized straws of wheat [52-54]. Further-
more, the addition of calcium carbonate improved the pH
of the SOMW (7.65 vs 6.80).

As part of another work, a trial was conducted between
15 October 2012 and December 2012 (olive oil season: the
same period as in present tests but different years) on the
SOMW supplemented with 2% calcium carbonate
(SOMWCC) and WS also supplemented in the same way
(WSCC). SOMWCC and WSCC were conditioned in bags of
500 g of wet substrate inoculated with LPO or CPO spawn
at 7% rate. The holes were made at the end of the first
incubation week. Six repetitions for each treatment had
been done.

The dry weights of SOMWCC and WSCC were respec-
tively (24.66 + 0.08% WW) and (56.47 + 0.13% WW). The pH
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of SOMWCC was (7.67 +0.27) and that of WSCC was
(7.30 £ 0.02). Unfortunately, the culture was not conducted
on WS alone.

The biological efficiency of CPO on SOMWCC (23.30%)
and on WSCC (21.41%) had been multiplied respectively by
1.95 and 1.87 compared to the results obtained on SOMW
alone. The biological efficiency of LPO on SOMWCC was
69.55% and that on WSCC 31.63%. The productivity was
6.74 times larger on SOMWCC and 3.06 times larger on
WSCC than on SOMW. The best yields we observed were
those of the local strain on olive pomace supplemented
with 2% of CaCOs. These results highlight the importance of
the pH in the culture substrate for the two studied strains.
LPO seems to prefer neutral to slightly alkaline pH, even if
the used SOMW had a high pH (6.80 vs 5.2-6.0 [1]).
Calcium carbonate provides also the mycelium with
calcium. The results reveal that the SOMW is a good
growing substrate when supplemented with 2% of CaCOs;
indeed, according to Philippoussis [25], the pH of the
substratum must be adjusted with limestone to about 7.5
or higher to provide selectivity against the green mould.

Wheat bran may be used as an organic source of
nitrogen and shall probably contribute to further improve
the yields of the two strains.

To conclude, we can say that the cultivation of
P. ostreatus is promising in Algeria close to the facilities
of olive oil production. The LPO strain presents abilities to
grow on raw SOMW, such as the commercial strain (CPO)
do and the mushrooms produced are tender and have tasty
aspects, but the yields remain low. The supplementation
with 10% of wheat straw and 2% of calcium carbonate had
improved the yield of the two strains, particularly that of
LPO, and the trial with supplementation of SOMW with
only 2% of calcium carbonate confirmed that olive pomace
is a good substratum for the cultivation of oyster mush-
room. But further improvement of the substrate formula-
tion might be expected. Cultivation of LPO and CPO on
cereal straws and other agro-industrial wastes can be
considered outside the olive season for a better profit-
ability of culture rooms.
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Résumeé:

Le grignon d’olive (GOB) et le marc de café¢ (MC) sont deux résidus lignocellulosiques
produits en grandes quantité en Algérie. Le premier est produit une fois par an et est issu de
I’oléiculture et le second de la consommation du café (boisson).L’objectif principal de cette
these est de valoriser ces deux résidus par la culture de champignons comestibles. Pour un pays
comme I’Algérie ou la démographie est toujours croissante, ces champignons vont constituer
une source de protéines.La pleuroticulture étant une technologie simple et peu onéreuse, notre
choix s’est fixé sur la culture de deux souches de Pleurote en huitre, une locale (POL) et I’autre
commerciale (POC). Les premiers rendements obtenus sur GOB et MC seuls étaient trop faibles
méme si les carpophores récoltés étaient de bonne qualité. Pour y remedier, nous avons,
fractionné GOB par tamisage, et ajouté du CaCOs3 pour tamponner le milieu et de la paille de
blé pour améliorer la structure des substrats.L’estimation de la croissance mycélienne en boite
de Pétri, le dosage des activités hydrolases globales et la mesure des efficiences biologiques des
deux souches de pleurote ont permis de voir que POL a présenté les mémes comportements que
POC sur les substrats de culture utilisés. De plus, le dosage des activités cellulases, protéases
et laccases dans le grignon d’olive a révélé les potentialités de POL a dégrader les substrats
lignocellulosiques. L addition de la paille et I’optimisation du pH, ont permis une amélioration
significative de la croissance mycélienne et des rendements en carpophores des deux souches
de pleurote. En outre les analyses statistiques ont montré que 1’addition de 10% de paille de blé
et 2% de CaCOs était nécessaire et suffisante pour améliorer ’efficacité biologique de POC et
POL sur le grignon d’olive et ses fractions.Pour I’ Algérie la pleuroticulture est une orientation
nouvelle qui mérite son développement a I’échelle commerciale et industrielle.

Mots clés : Grignon d’olive- Marc de cafe — valorisation - champignons comestibles — Pleurotus
local- Pleurotus commercial

Summary:

Solid olive mill wastes (SOMW) and coffee grounds (CG) are two lignocellulosic residues
produced in large quantities in Algeria. The first is produced annually and is derived from olive
industry and the second is from consumption of coffee The main purpose of this thesis is to add
value to these two residues by cultivation of edible mushrooms. For a country like Algeria
where demography is still growing, these mushrooms will be a significant source of
protein.Since Oyster mushroom cultivation is a simple and an inexpensive technology, we have
chosen to cultivate two strains of Oyster mushroom, a local one (LPO) and a commercial one
(CPO). The early yields on SOMW and CG alone were too low even if harvested fruiting bodies
had a good quality. In order to improve the) yields, we have fractionated SOMW, and add
CaCO0a for buffering the medium, and add wheat straw to improve the substrates structure.We
observed that LPO presented the same behavior as CPO on the cultivated substrates thanks to
mycelial growth estimation in Petri dish, and determination of total hydrolases activities and
biological efficiencies of both oyster strains. In addition, determination of cellulase and laccase
and protease activities in SOMW revealed LPO ability to degrade lignocellulosic
substrates.Wheat straw addition and pH optimization enabled a significant improvement in
mycelial growth and yields in Oyster mushroom of the two strains. Statistical analysis showed
that the addition of 10% of wheat straw and 2% CaCO3 was necessary and sufficient to improve
the biological efficacy of CPO and LPO on the SOMW and its fractions.Oyster mushroom
cultivation would certainly be a new kind of agriculture in Algeria that would gain from being
developed at the industrial and commercial level.

Key words: solid olive mill wastes - coffee grounds — valorization —edible mushrooms -
Pleurotus local strain — Pleurotus commercial strain
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