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Dans lc but d'étudier leos possidilités d'améliorer par
voie diologique et en milfeu semi -solide la valeur nutritive
des patlles de céréale (amélioration de 1o digestidilité et
de la tencur cn protéines), nous avons isolé & partir du sol
23 souches de champignons filamenteux. Criblées sur les para-
mitres s Activité cellulolytique et enrichissement dec la pail-
le en protétnes  deux souches se sont avérées performantes 3
Myrothecium verrucaria et Trichoderma viride,

Pour une température de 27°C ¢ pour trois taux d°'humidité
(80 ; B84 et 87 p.100) associés d.trots pH (& 1 § et 6) et .
pour des durées de culture-allant de 0 & 16 jours, sont évaluéds
principalement sur une paille de blé traitée

~ La consommation de cellulose par les deux souches.
= L*enrichissement du substrat en protélnes en fonc~
- tton de 1°apport azoté et minéral.

« La digestibilité “in sacco” de la biomasse odbtenue.

- 11 cessort que 1

13- La consommation de cellulose est dlevée pour les
. deux organismes. Toutefols,elle est plusforte pour Trichoderms
(11 points contre 7 pour q"lhé‘cium).'
Les Rén‘.celluloiu -sont trés la cment consommées ; alors que
les lignines ne sont pas touchdes ;.11 en résulte une augmen~
$ation dans le produit final notamment pour Trichoderma.

2) La tencur en protéines des échantillons traités
augmente¢ en moyenne respectivement de 3.3 et de 4.7g/100g de
MS pour Trichoderma et pour \_Q*rothecium amenant _la teneur tota-
‘1é en protélnes d¢ la f-tllc .9 et B.4g/100 de MS. Ces .
tencurs carrespondent & un rendement de 0.14 et 0.38g de pro-
.téinea mycdliennes/g de glucides utilisés,

3) Lo digestibilité de la paille.témoin s'étadblit &

$9 p.100 contye 5S4 p.100 et 67 p.100. respectivement pour
Trichoderma ¢t Myrothecium. - ’

4) La passage de ['apport d'atote minéral de 6 & 14
p-100 ne modifie ni la digestidbilité, ni la synthdse protéique.
On ‘préteatvementi Init{al d¢ la paille semble nécessaire pour
fatire évoluer cette situation.

MOTS CLES ¢ Trichoderma v{ride, Myrothecium verrucaria, paille
- de BIT traltle, Klggnl ilit in sacco”, teneur
.en protéines, fermenteur.
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Un prétraitemend init{al de la paille semble nécessaire pour
faire évoluer cette situation.

Tetchoderma viride, Myrothecium verrucaria, paille
de bI& traitde, digest1biTit& "in sacco™, teneur
en protéines, fermentcur.
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Dans de nombreux pays, la diminution du rapport
S.A.U. (0,3 ha en ALGERIE) atteint des seuils qui

nombre d'habitants

obligent le planificateur & consacrer 1l'essentiel des terres aux produc-
tions végétales destinées a4 l'alimentation humaine. Le dévelop-
pement de 1'élevage des ruminants producteurs de lait et de
viande (dont le fumier qui en résulte est nécessaire au maintien '
‘de la fertilité du sol) est menacé par le manque de terres suc-
ceptibles de porter des cuitures fourragéres. Aussi, l'utilisa-
tion: des pailles (dont le tonnage mondial est de 3 milliards de
tonnes par an) dans l'alimentation des ruminants suscite-t-elle
de vifs intéréts. Elle pefmettrait de produire d'un seul coup sur
le méme hectare, les denrées alimentaires destinées & 1'homme et

le fourrage pour le ruminant.

Malheureusementy; la digestibilité de la matiére organique des pail-
les est faible (environ 45 p.100), car- elles sont riches en compo-
sés pariétaux (80 & 85 p.100), pauvres en sucres (peu différent de
2 p.100), en azote (2 & 4 p.100) et en vitamines.
\
Classiquement, l'amélioration de la valeur nutritive

des pailles est obtenuepar une complé€mentation azotée et minérale
correc¢te ou par des traitements chimiques (pour rendre les compo-
sés pariétaux plus digestibles) notamment & la soude et & 1'am-

moniac : La digestibilité augmente alors de 8 & 12 points.

Néanmoins, cet accroissement de la digestibilité ne sup-
prime pas l'apport d'un concentré adéquat dans la ration dont la°

production pourrait se révéler difficile.

L'enrichissement en protéines de ces pailles par le biais de
micro-organismes pourrait représenter une autre possibilité de
compl émentation et d'amélioration, sans faire appel & des hectares
supplementaires de terres. Dans cet optique, et dans 1'état actuel
des connaissances, les champignons ligninolytiques ne conviennent

pas car le systéme ligninolytique est réprimé en présence d'azote.




Les champignons cellulolytiques par contre, enrichissent
effectivement la paille en protéines.
Nous avons donc voulu étudier dans des conditions différentes de
pH, d'humidité et de temps de culture, 1l'enrichissement en protéines
et la digestibilité d'une paille de blé aprés traitement par deux

souches de moisissures cellulolytiques : Trichoderma viride et

Myrothecium verrucaria.

- Aprés quelques rappels sur les caractéristiques chimiques
de la paroi végétale ; les conditions de culture et la mode d'ac-
tion des champignons cellulolytiques ; le matériel et les méthodes
utilisés étant par ailleurs précisés, nous étudions les conditions

d'enrichissement et la digestibilité d'une paille de blé traitée.
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Les lignines ne sont pas constituées d'oses comme la
cellulose ou & moindre degré comme les hémicelluloses. Ce n'est
donc pas un glucide. C'est un hétéropolymére phénolique qui ré-
sulte de la copolymérisation de 3 alcools phénylpropéhofques.
(Figure 1 ; 2 ; 3).

o OH
¢ CH,OH CH,OH CH,,
’ Cl ch I I HT
o C CH H CH

1

.

N\
5 / / | R 1O / OCH

\ 3
Structure de base OH H . OH
Figure 1 Figure 2 Figure 3
Alcool coumirye ~Alcool conifé-= Alcool sinapylique
-Lique. rylique

L'ensemble forme un réseau tridimentionnél trés résis-
tant 4 la deégradation. L'hétérogénéité des lignines (qui justifie
1'emploi du pluriel) a été rapportée par plusieurs auteurs.
MONTIES et LAPIERRE (1981) en distinguent 3 types :

- L'hétérogénéité de composition monomérique qui
résulte de différence entre la fréquence des monoméres.

~ L'hétérogénéité des fréquences des liaisons
intermonomériques qui résulte de 1l'existence de différents types
de liaisons entre monoméres.



- L'hétérogénéité résultant de la liaison des
lignines avec les molécules autres que les monoméres et qui cor-
respond donc 4 des phénoménes d'hétéro-polymérisation.

Selon DESCHAMPS (1985), 40 & 50 p.100 des liaisons intermonoméri~
ques sont de types arylglycéro-béta-aryléther (dite aussi B-0-4)
(Figure 4).

. 0 / \c

I

Figure 4 : Liaison B-0-4.

Cette hétérogéhéfté s'entend pour une méme espéce et
entre les espéces.\ .
MONTIES (1980) ainsi que AGOSIN (1985) rapportent que,les lignines
des gymnospermes renferment plus de 90 p.100 d'unités coniféryli-
quesalors que les lignfnes d'angiospermes sont formées & partir
des alcools sinapyliques et coniféryliques En outre, certaines
lignines de monocotylédones contiennent des dérivés de 1'acide

p-coumarylique.

Les lignines estimées analytiquement (lignines Hy SOA)’ contien-
nent des protéfnes bloquées par des tanins, de la cutine et de la
silice. De 1 & 3 p.100 dans les aliments concentrés, la teneur en
lignines des pailles se situe entre 6 et 10 p.100, Elle peut at-
teindre 30 p.100 dans le bois.

Du point de vue nutritionnel, les lignines sont indigestibles.
Néanmoins, des valeurs positivesde digestibilité sont rapportées
par de nombreux auteurs (EDWARD, 1973 ; BACON, 1979). La part des
lignines dans 1'énergie brute des pailles est d'environ 14 p.100
soit 616 K Cal.
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2.- Les hémicelluloses

Contrairement a la cellulose, les hémicelluloses sont

des hétdropolymdres amorphes composés d'hexoses, de pentoses et
d'acide uronique essentiellement.

Selon SAUVANT (1978), sa structure est rarement cristalline. Leur .

[y

degré de polymérisation ne dépasserait pas 250 (50 & 250).

Les principaux oses qui entrent dans la constitution
des hémicelluloses sont repartis entre la série D pour le xylose,
le galactose, le mannose, lé glucose, l'acide glucuronique et
l'acide galacturonique; et la série L pour 1l'arabinose, le rhamnose
et le fucose, Leur répartition dans la paroi végétale n'est pas
la méme dans la paroi primaire et dans la paroi secondaire

(JOSELEAU, 1980).

Les hémicelluloses de la paroi cellulaire différent en
qualité relative selon la classe des végétaux. Par exemple, pour
les xylanes qui représentent le groupe le plus universellement
représenté des hémicelluloses, elles occupent chez les monocoty-
lédones, le bois feuillu et chez les coniféres, respectivement 40,
37 et 8 p.100. \

Ces xylanes sont soient constituées d'une chaine prin-
cipale formée par un enchainement de résidus de D-xylopyranose
liés par des liaisons B - (l—s4),. soient diredement attachées & la
chatne principale, cas de 1'acide D-glucuronique et son éther
méthylique l1iés par liaisons & .(1.—y 2), soient encore dissémi-
nées le long de la chaine portant des groupements O-acétyles
(JOSELEAU, 1980).

BAILEY (1973) & décrit les hémicelluloses de paille
d'orge comme étant surtout composées d'une chalne en 1-4 de
D-xylopyranose. Celle-ci est tunie de ramifications qui contien-
nent du L-arabinose de 1l'acide D-glucuronique ou son 4-O-méthyt
-éther, du D-galactose et peut &tre, du D-glucose.Pour sa part,
THEANDER (1985) ne signale du glucose ni dans les hémicelluloses

de bl1é d'hiver cultivé en Suéde, ni dans ceux de différentes

variétés d'orge et d'avoine (Tableau 1).
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Ces résultats montrent par ailleurs que les pailles
de céréales sont plus riches en xylanes que les valeurs habi-
tuellement admises (de 1'ordre de 50 %) et que l'ensemble xylo-

se plus acide uronique représente 90 p.100 des hémicelluloses.

En nutrition, la teneur en hémicelluloses est déter-
minée classiquement 4 1'aide de 2 méthodes principales : Celle | :
de VAN SOEST (1963) qui utilise une solution & 2 % de cétyl - '
triméthyl - ammonium bromide et celle de SALO (1965) qui utili-
se une solution d'acide chlorhydrique & 0,7 N. La digestibilité
des hémicelluloses est liée au nombre de liaisons qu'elles ont
contractées avec les lignines ainsi que leur richesse en groupe-
ments acétyles. En moyenne, elles sont moins digestibles que la

cellulose. Les valeurs s'établieraient entre 10 et 60 p.100.

3.- La cellulose

La cellulose est le constituant majeur des parois
végétales. Elle représente en moyenne 30 & 50 p.100 du poids
des matiéres lignocelluloses (jusqu'a 70 % de la paroi totale).
C'est un homopolymére linéaire formé par la répétition réguliére
du dimére cellobiose composé de deux unités D-glucose & un taux
de 95 & 98 p.100 liées par liaison glucosidique du type B- (1-4)
(Figure 5).

(ROWLAND et ROBERTS, 1972)

CH OH CH, OH

CHZCH

e maml ame e

~—+4)~ B-D- Glup- (1—4)-B-D-Glup- (l—s4)-p-D-Glup-(l—e4)-B-D-Glup(l-»



Selon CHANG (1971), outre les liaisons glucosidiques
de type B-(1—s4) linéaire dites de HERMAN, il existe d'autres
liaisons dites L (B LOOp) qui incurvent la molécule. Ainsi, la
figure 6 montre que si trois ou quatre liaisons L se succedent,

la chalne se replie sur elle-méme.

Figure 6 : Conséquences de la présence des liaisons L.

. S S . . . e P a.- Les liaisons sont toutes

linéaires.

AN

b.- Présence d'une liaison P L

c.- Présence de plusieurs liai-

sons P L successives.

Les liaisons d'HERMAN, auraient les plus faiblespo-
tentiels d'énergie donc plus stables. La cellulose se trouve
souvent associée & certaines substances (lignines, hémicellu-
loses,pentosanes, matiéres pectiques, matiéres minérales) et
plus rarement a d'autres;tanins, matiéres colorantes, matiéres

grasses, cire, huiles essentielles et matiéres azotées.

Dans la cellulose, plus de 10.000 résidus P—adhydro-'
glucose sont liés pour former une longue chalne de molécules
mesurant 5 microns de longueur et d'un poids moléculaire supé-
rieur & 1.5 million.. Chaque unité de B-anhydroglucose mesure
selon FAN, LEE et BEARDMORE (1980) environ 5 &.

Le degré de polymérisation de la cellulose varie entre 500 et

1500 mais pourrait atteindre 26.500 chez Valonia. ‘

Le tableau 2 rapporte quelques niveaux de polymérisation et de

. poids moléculaires de quelques matiéres premiéres cellulosiques.



4 | [~~~ -——7—7"77° 7 1
Références | Source | Poids | Degré de polymé |
: } moléculaire: risation '
-------------- +—-———--—————-—-———F————————-———4——————-—--——-————1
| o | |
FAN ; LEE ; | - Cellulose natived 6.000.000 - ! 3.500 - 10.000 :
BEARDMORE (1980): : 1.500.000 : :
I [ | 1
| = Coton industriel | 80.000-500.000 ! 500 - 3.000 :
I _ | ‘ i i
| - Pulpe de bois | 8o.ooo-340.oooi 500 - 2.100 i
I I
i I I 1
| - Filament de rayon! 57.000- 73.000 ! - :
| | | |
i i | ]
BARNOUD (1980): -~ Valonia : - : 26 .000 :
'r | ] |
I | I |
I I I ]
I | I i
i - Coton poil de i E i
| capsule : - | 15.000 :
I | | ]
| - Coton Kapok ! - i i
E (fibres industriel% ! !
GORING \
: les) ! | |
et ! ! | |
TIMEL (1962) : - Lin, Chanvre, : : : :
: | ramie (fibres | - ! 9.900 :
E industrielles) E i i
1 I I ]
| - Bouleau (bois) ! - : 10.000 '
I I I i
| - Epicea (bois) ! - | 8.000 ;
I I I 1
4 -1 d .

A notre connaissance, aucune étude n'a été effectuée
sur la cellulose des pailles de céréale mais, il semble que la
cellulose des pailles serait proche de celle du coton et du bois,
beaucoup plus étudiée.
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Du point de vue structurale, les molécules de glucose
sont liées ensemble pour former les fibrilles élémentaires ou
protofibrilles ou encore microfibrilles (comportant 15 & 40 mo-
lécules de glucose) ayant une longueur de 100 A et 30 A de dia-
métre (FAN ; LEE et BEAKDMORE, 1980). Les fibrilles élémentaires
sont pressées les unes contre les autres par l'action des forces
de VAN DER WAALS, de liaisons hydrogénes et par des liaisons

plus fortes de types ioniques et covalentes.

La difffaction aux rayons X & permis de montrer dans les micro-

fibrilles l'existence de zones 4 forte «cristallinité. (zones

4 forte concentration de liaisons) ; et des régions moins ordon-
nées appelées paracristallines ou amorphes (Figure 7). La fraction
cristalline représente selon HERMANS (1952) environ 70 p.100 de

la cellulose native, valeur moyenne confirmée par FAN ; YOUNG

et CHARPOURAY (1982).

Fibrilles

1000 A(0.1 M)
L

\:/
Micelles

Microfibrilles

Chaine de cellulose o .Q go -7
-~ -~ - 71
S é’?: S

Muille cristalline

D —




En nutrition, la teneur en cellulose brute des ali-
‘ments est déterminée depuis 1806 par la méthode de EINOF de
la station expérimentale de WEENDE en Allemagne. Cependant,
la cellulose brute n'est pas une entité chimique pure. Ainsi
GIGER (1987) estime que le résidu cellulose brute peut conte-
nir une fraction trés variable des constituants pariftaux
d'origine : 30 - 100 % de cellulose vraie ; 14 & 20 % des
pentosanes ; 16 & 90 % “des - lignines.

C'est pourquoi d'autres méthodes ont vu le jour et notamment

celle de VAN-SOEST (1963) qui permet une meilleure estimation

de la teneur en paroi des fourrages.

La paroi végétale renferme d'autres composés moins
bien représentés que la cellulose, les hémicelluloses et les

lignines.

* La cutine peu représentée dans le bois et les
pailles (décomptée dans les lignines H, 504)3 elle peut attein-

dre 30 p. 100 dans les marcs de raisin ou les grignons d'olive.

* Les matiérespectiques : elles constituent la la-
melle moyenne de la paroi végétale, les substances pectiques
sont composées essentiellement de polymeres de l'acide galactu-
ronique 1iés en 1 - 4. Les radicaux carboxyles sont en partie
méthylés ou neutralisés par des ions calcium ou magnésium. De
2 p. 100 dans les pailles, ellespeuvent représenter 17 p. 100
dans la pulpe'de betterave.

* Les tanins, particuliérement dans les pellicules
de colza ; les marcs de pomme ; les marcs de raisin (5 p. 100

de la matiére séche) et dans les grignons d'olive.

Le tableau 3, résume les principaux composants des matériaux
lignocellulosiques.




12

de quelques matiéres lignocel-

lulosiques (% M.S).

: Composition chimique

Tableau_3
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HAMMOUDA, 1984).
Composants Unité de base Mode de liaison| Solvant de - | Formes Poids Niveau de Auteurs
solubilisa—- moléculai-|digestibi-
tion re lité
Anhydrogluco- Polymeére 40 THEANDER ,(1977)
Cellulose pyranose Glucosidique _ilinéaire . 6 a MELCION, (1978)
p-1-4 Acides cristalli- 10 80 SAUVANT, (1978)
ne ou ‘ SALO, (1977)
amorphe VAN-SOEST(1978)
Hémicelluloses ; D-xylanes Mal connu Homopoly- 10 JARRIGE; (1961)
D-mannases p—l—& Acides et et Hétéro+ a SALO, (1980)
D-Galactanes bases polysac~ - 60 JOSELEAU{1980)
charides
Acides 1-4 radicaux Solution peu {Polymére 90 SALO, (1977)
Substances galacturoni- carboxyles acide préci-de 1'aci- _ a
pectiques ques méthylés ou pitation par de galac- 95 SAUVANT,.(1978 )
neutralités 1'éthanol .. jturonique
Oxydation Polymeére 0 BACON, (1979
par ¢ _ a MORRISSON,{1979)
Lignines Phénylpropane Nitrobenzene |- Inerte 10 SAUVANT, (1978)
Permanga-
nate de Complexe MONTIES, (1980)
potassium (Ciment)

Eau oxygé-
née

€1
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BIOLOGIQUE DE LA PAROI VEGETALE.

L'énergie brute de la paille s'éléve a 4.400 Kcal,
l'ensemble cellulose-hémicelluloses représente 75 p.100 de 1'éner-
gie brute, soit 3.300 Kcal ; les lignines indigestibles les matiée
res pectiques et les matiéres azotées représentent respectivement
14 ; 4 et 3 p.100.

Les calculs montrent que si 1'ensemble cellulose-hémicelluloses
pouvait-étre complétement.dégradé dans le rumen, 6 Kg seulement de
paille suffiraient pour satisfaire les besoins en énergie d'entre-

tien d'une vache de 600 Kg.

Mais si les unités de base de la cellulose ou des hémicelluloses
(Hexosanes ; Pentosanes ; Acides galacturoniques) sont rapidement
ferment ées dans les poches de fermentations des animaux, leur accés
{donc leur détachement des chalnesprincipales de cellulose et
d'hémicelluloses) est rendu difficile par les liaisons chimiques
contractées avec les autrs composants de la paroi notamment les

lignines ou par 1'état physique de la fibre de cellulose.

\
1.- L'humidité de la fibre.

—— - - — A —— —— > ——— - —

La faible teneur en eau des fibres protége la cellulose
de l'attaque microbienne. L'extension de la strucutre capillaire
des fibres gonflées par 1'eau entraine une augmentation signifi-
cative de la surface des fibres celluloses. Il en résulte,des
modifications des fibres rendant ainsi la cellulose plus acces-
sible aux enzymes cellulolytiques (FAN ; LEE et BEARDMORE, 1980).
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La cellulose comprend 2 types de capillaires

* Les gros capillaires tel que le lumen cellulaire
(-]
dont le diamétre est supérieur a4 200A et dont la surface spéci-

fique exposée est de 2.103 cmz/g pour le bois et le coton.

* Les capillaires des parois cellulaires de diamé-
tre inférieur a 200 X placés entre les microfibrilles et dans
les régions amorphes et dont la surface spécifique exposée est
de 1'ordre de 3.106 cmz/g (COWLING, 1963).

Pour ces derniers, l'accessibilité par les cellulases serait

limitée, compte tenu de la taille des enzymes qui est en moyen-

ne de 59 A (COWLING et KIRK, 1976).

3.- Cristallinité de 1la cellulose.

Le degré de cristallinité de la cellulose est 1'un
des paramétres structuraux le plus important qui affecte la

vitesse de 1'hydrolyse enzymatique.

NORKRANS (1950), et WALSETH (1952) indiquent que les enzymes

cellulolytiques dégradent plus fortement les portions amorphes
de la fibre cellulosique mais sont incapables d'attaquer les |
portions cristallines. Aussi, la cristallinité de la cellulose

augmente au cours de la dégradation.

KING (1961), a suggéré que la forte résistance de la cellulose
cristalline par rapport a la cellulose amorphe n'est pas unique-
ment liée & son inaccessibilité aux molécules enzymatiques mais
aussi & sa conformation dans 1'espace et a la rigidité stérique

des unités anhydroglucose.
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Les substrats dont la cellulose est hautement poly-
mérisée. sont plus résistants a l'attaque enzymatique que ceux

dont la cellulose est faiblement polymérisée :.

5.- Nature et distribution des substances avec

La nature de leur association avec la cellulose et les
hémicellulosesest mal connue. Les lignines encadreraient et in-
crusteraient la cellulose formant ainsi une barriére & 1'action

enzymatique (Figure 8).

Nous observons la microfibrille entourée par des couches de po-
lyoses et de lignines, la protégeant ainsi contre 1'action des

enzymes.
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La liaison des lignines respectivement avec la cellu-
lose cristalline, la cellulose amorphe et les hémicelluloses
constitue 1'un des matériaux naturels le plus résistant a la dé-

_gradation biologique et chimique (JACKSON, 1977).

Pour une méme espeéce, la proportion de lignines et la nature de
ces liaisons peuvent varier avec la variété et les conditions

de culture affectant ainsi la digestibilité de 1'espéce végétale
(HARTLEY, 1985).

Dans le cadre d'une stratégie d'utilisation des pailles de céréa-
les dans 1'alimentation du. ruminant, ces considérations (& ren-
dement égal en grains) pourraient &tre prises en compte par le

sélectionneur,

5.2.- Les hémicelluloses.

L'action des hémicelluloses peut se situer a deux

niveaux :

a)- Au niveau des groupes acétyles qu'elles portent
particuliérement sur les xyloses (un résidu sur quatre serait
acétylé). MORRIS et BACON (1977) indiquent par ailleurs que ces
groupements jouent un rdle important sur la digestibilité des
xylanes dans le rumen. Ainsi, la digestibilité de ces composants

est multipliée par deux aprés désacétylation.

De méme, le degré de branchement des xylanes qui augmente avec
la maturation des plantes, rendrait difficile 1'accés des endo-
xylanases (RICHARDS; 1976). Ce degré de branchement serait de

1 pour 5 pour la paille d'orge. (MORRISSON, 1979).

b)- Au niveau des liaisons qu'elles contractent
avec les lignines. HARTLEY (1985) estime que les fractions aroma-
tiques des pailles sont trés liées aux composants des hémicellu-
loses. |
Toutes ces actions expliquent probablement que la digestibilité
des hémicelluloses soit trés variable et & coup sdr plus faible

en moyenne que celle de la cellulose (Tableau 4).

—
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11T.- PRETRAITEMENTS DES LIGNOCELLULOSES.

bilite.
| Sttt bt dia bttt ittt bttt fo s m s m oo s s ————— e s = —
. . Résultats de diges-
Traitements Produits i1ies o
tibilité % M.S. Références
Avant Apreés
* Physique :
- Broyage Paille de blé 45.4 44.9 MELCION, (1978)
- Rayonnements Paille de blé Mal connu PARTOS, (1981)
ionisants
-~ Thermique . )
(170°C/h) Paille d'orge 39.0 3 PEARCE, (1982)
* Chimique :
- Na OH5 % Bagasse 19.7 60.1 PLAYNE, (1984)
- Na OH 6 % Paille de blé 42.0 55.0 PEARCE, (1982)
- Na OH 12% Paille de blé 45.7 71.2 HOMB ; SUNDSTQL
et ARNASON(1977)
- Ammoniac 3 % Paille d'orge 47.3 60.5 BORHANI ;
SUNDTOL et GARNO
(1982) _
- Ammoniac 5 % Paille d'orge 47.6 66.1 HARTLEY et JONES
1978)
- Ammoniac + Ac. .
frs Paille d'orge 47.3 60. BORHANI ;
acétique 3 % ' £ ¢ SUNDSTQL et
GARNO, (1982
- i °
g"‘;é“mac (21°C) | Epi de mats 56.1 66.2  l0]1 et MOURAT,
1979) _
- Ammoniac (90°C) Epi de mafs 56.1 69.4 OJ1 ; MOURAT et
3 % BUCHAMENSMITH
(1979) ’
- Ca (OH)2 Bagasse : 19.7 60.1 PLAYNE, (1984)
- HC1
- HZ SOA
- CMCs Lignocellulo-
siques Mal connu PARTOS, (1981)
- Dioxyde de diverses
soufre
-~ Ozone
- Permanganate de
%—




19

Parmi ces traitements, seuls les traitements a la
soude (& la dose de 6 p.100 maximum) et & l'ammoniac (4 la dose

de 3 4 5 p.100) se sont développés sur le terrain.

Ce traitement reste prometteur, car il permet :

- L'enrichissement protéique des lignocellu-

loses

- L'amélioration de la digestibilité de la

matiére organique .

Les microorganismes succeptibles de valoriser les ma-
tériaux lignocellulosiques dans 1'alimentation du bétail sont
nombreux. Ce sont, soit des bactéries (anaérobies et aérobies) soit

des champignons (ligninolytiques et cellulolytiques).

Les principaux organismes qui font actuellement 1'objet d'étude

sont répertoriés dans le tableau 6.
\
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Tableau 6_: Microorganismes & intér&t biotechnologique-
pour valoriser les lignocelluloses.
Activité vis-é—vi§

. , de la ips

Microorganismes Références
Cellulose |Lignines

liactér_i_gi__:

* Aérobies

- Pseudomonas + - NAKAMURA et KITAMURA{1982)
- Cellovibrio + - NAKAMURA et KITAMURA {1982)
- Cellulomonas + - VERACHTERT, (1982)
- Sporocytophaga + - VERACHTERT) (1982)
~ Bacillus + - MOLDOVEANU et KLUEPFOL

(1983)
- Actinomycétes + - VALTRAND, RAPP et VAGNER,
(1982)

- Mycobacterium + - ODIER et ROLONDO, (1985)
- Cytophaga + - DESCHAMPS, (1985)
- Sporocytophaga \ s - DESCHAMPS, (1985)
~ Streptomices basidi + DESCHAMPS, (1985)
~ Streptomices viridospore + + SACCHI et TASTARD, (1971)

* Anaérobies:

- Bacteroldes + + SACCHI et TASTARD, (1971)
- Butyrivibrio: + - SACCHI et TASTARD, (1971)
- Clostridium + - SACCHI et TASTARD, (1971)
- Plectridium + + SACCHI et TASTARD, (1971)

* Champignons _:

- Trichoderma sp + - ROUSSOS et RAIMBAULT{1982)
- Aspergillus niger + . - RAIMBAULT et ALAZARD,(1980)
- Pellicularia filamentosa + - TANAKA et al, (1978)
~ Penicellium sp + - RAPP, KNOBLOCK et WAGNER,
L (1982)
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Compte tenu des contraintes liées & la transformation

des matériaux cellulosiques en aliment du bétail par voie biolo-

gique ; ces deux catégories de microorganismes (bactéries et cham-

pignons) ne présentent pas les mémes intéréts (Tableau 7).

‘Tableau 7

Bactéries

- Temps de dédoublement
court : 20 minutes

- Production élevée de
cellulase

- Apport protéique élevé
et stable (60 & 75 %
de M.S)

-~ Néceéssité d'un milieu de
culture liquide, d'ol des
effluents & traiter et des
risques de contamination

- Cellulases moins actives
sur cellulose cristalline.

- Nécessité de pH élevé,
-~ .
entratlnant des risques de
contamination.

- Teneur en acides nucléi-
ques élevée (15 %).

Champignons'

Cellulolytiques

- Apport protéique moyen
et variable (6 & 70 %
de la M.S).

- Cultivables en milieu
solide, d'ou absences
d'effluents & traiter.

- Teneur en acides nuc-
léiques faible
(5 % de la M.S).

-~ Temps de dédoublement
long : 2 a 5h.

- Sécrétion possible de
substances toxiques.

Champignons

Ligninolytiques

~ Cultivables en milieu
sol ide.

- Améliorent sensiblement
la digestibité

- Teneur en acidesnuclei-
ques faible (5% de la
Mcs)c

- Temps de dédoublement
long : 2 & 5h.

- Enrichissenment en protéi’—
nes faible .

- Systéme ligninolytique
réprimé en milieu azoté.
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Plus que tout, c'est la possibilité de culture en mi-
lieu solide qui justifie que;parmi ces microorganismes, ce
soient essentiellement les champignons qui ont fait 1'objet
d'étude en vue de 1'amélioration de la valeur protéique et de
la digestibilité des matériaux lignocellulosiques. Le tableau 8
rapporte les principaux travaux effectués dans ce domaine. La
méthode de digestibilité utilisée par les auteurs est celle de

TILLEY et TERRY (1963).

Nous observons que les champignons ligninolytiques
sont plus performants que les champignons cellulolytiques pour
améliorer la digestibilité des matériaux lignocellulosiques.
Par contre, ils ne modifient pas la teneur en protéines de la

biomasse et le temps de culture est particuliérement long.




Tableau 8 :

Fermentation fongique en milieu solide des substrats lignocellulosiques :

Teneur_protéique_et digestibilité_in-vitro de la_MS (%) de_la_biomasse.

e, S ey e ———

— — — — ———

Ps Protéinesde Digestibilités \
Temps la biomasse
Champignons Substrats dg [ 1 t ' 4
Culture Non fer—Fermen-{Non fer—lFermen- Références
(J) mentée (tée mentée (tée
| l | | :
* Ligninolytiques : ]I } b
- P.frongarus Tremble 64 { - - 67 } 71.0 KIRK et MOORE (1972)
| _ F.ulimarius Bouleau 64 | - 2% | .27.0 IKIRK et MOORE ((196'372))
- P. florid Hét 60 - - 35 ZADRAZIL 1980
- P zg flggdz PZiIl.i:e de colza I 60 - N.S. 34 I 71 IZADRAZIL (1980)
l - A.biennis Paille de blé 61 - N.S. 40 | 49.5 ,%ADRAZIL et BRUNNERT
: 1981)
| T.hirsuta |Paille de blé } 60 | N.S. 40 | 60 |%ADgRA)ZIL et BRUNNERT
1982
- P.anceps Peuplier 56 - - 30 72.0 }(2{:[}31?3}? et MC QUEEN
9
- Coprinus sp Paille de blé 21 - 8.2 40 { 65.5 {YADAV (1988)
Moyenne | 34.6 56.4
{ - ’ i l l il L
T ! T r T T
|* Cellulolytiques | | |
|
| - C.utilis Paille de ray-gras 7 3.1 12.7 32.7 37.6 HAN et ANDERSON (1975)
- A.pullulans Paille de ray-gras 7 3.1 13.9 32.7 39.7 HAN et ANDERSON (1975)
- T.viride Paille de ray-gras 7 3.1 10.9 32.7 | 35.7 HAN et ANDERSON (1975)
- A.niger 110 Lignocellulose farine 3 - 4.3 - | - ZAWODZKA (1982)
- T.viride 9411 Lignocellulose farine 3 - 11.6 - - ZAWODZKA (1982)
- T.viride 9411 Lignocellulose broyée 3 - 10.1 - - ZAWODZKA (1982)
- T.viride 3653 Lignocellulose broyée | 3 - | 5.9 - - | ZAWODZKA (1982)
- M.verrucaria | Paille de blé | 4 3.8 6.8 32.8 47.7 . |ANGOIBA (1987)
1 + £ b
Moyenne ‘ I | 33 | 95 32.7 | 40.2 ’

¢ cmt———

1574
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IV.- MODE DE DEGRADATION DES MATERIAUX LIGNOCELLULOSIQUES

- —— — ———— - - W e S ——— —— —— — —— - T —. - - — - VS T e - -

Ce sont principalement les champignons compte tenu de

leur facilité de culture en milieu solide qui ont servi de modéles

4 ces études.

A.~ PARAMETRES DE CULTURE DES CHAMPIGNONS LIGNINOLYTIQUES.

Contrairement aux levures et aux bactéries,

les moisis~—

sures tolérent ou méme préférent des milieux & pression osmotique

élevée

lieu solide (NAKAHARA et al, 1982 ; KUNDA et al, 1983).

Le tableau 9 rapporte 1'humidité optimale de quelques souches de

; d'ou la possibilité de les cultiver sélectivement en mi-

champignons cultivées en milieu solide sur des substrats divers.

Tableau 9 ¢ Humidité optimale pour quelques souches de moisissures

cultivées en milieu semi-solide.

\
Souches H:%)Opt. Substrats Références
- Aspergillus niger 55 Manioc RAIMBAULT et ALAZARD, (1980)
- Abortiporus biennis 83 Paille de blé ZADRAZIL et BRUNNERT, (1981)
- Lensites betulina 80 "~ IPaille de blé ZADRAZ 1L et BRUNNERT, (1981)
~ Trichoderma reesei 64.3 |Paille de blé LAUKEV1S, APSITI et
- VITURE, (1984)
- Aspergillus
hennebergi i 55.0 Monioc SENEZ, (1983)
- Candida utilis 75.0 |Paille de ray-{ HAN et ANDERSON, (1975)
gras
-~ Aureobasidium
4 75.0 |Paille de ray- | HAN et ANDERSON, (1975
pellulans gras -
- Myrothecium
80.0 |Paille de blé D JEBAILI, (1985)

verrucaria
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Les champignons sont classés en psychrophiles, en méso-
philes et en thermophiles selon que leur température optimale de
croissance est située respectivement entre 10 - 20°C, 25 - 34°C
et 40 - 60°C (Tableau 10).

-——— - ———— - —— e e s e B e e o = = — — — —— ———

___________________________ e e b m e e —————————————————
» |
Souches F ,'Opt. de | Références
Fro1ssance :.
- ___(°C) )
__________________________ i
* Psychrophiles_ ! !
I I
- Cladosporium herbarum | 15°C | MOREAU, (1974)
- Botrytus cinerea E 15°C | MOREAU, (1974)
i I
* Mésophiles_ | l
I I
- Dichomitus squalens | 35 ! ROUAU, 1985 ; AGOSIN,(1985)
| |
- Aspergillus niger | 35 | RAIMBAULT et ALAZARD,(1980)
- Coriolus hirsutus ! 25 ) SAXENA et al, (1985)
I i
- Sporotricium : \ : 35 :ZADRAZIL'et BRUNNERT, (1982)
putverulentum - ! :
- Pleurotus ostreatus b 29 ! AGOSIN, (1985)
- Cyatus stercorens i 32 i AGOSIN, {1985)
- Lentinus edodes . ! 28 ! AGOSIN, (1985)
- Polyporus resinatus i 25 i AGOSIN, (1985)
- Myrothecium verrucaria | 27 | DOMSH et GAMS, (1980)
- i |
* Thermoghiles : : i
------------ '
I |
| |
- Chaectomium ] i
cellulolvticum | | PAMAMENT, ROBINSON et
Y i E MOO-YOUNG, (1979)
- Chaectomium : :
thermophile var ! | MOO-YOUNG at al, (1977)
- Chorpohile | 40460°C | ROMANELLI et al, (1975)
- Thermoascus auranthiacud ! —_
| ) -
- Taralomyces sp. : | NISHIO, KURISU et NAGAL,(1981)
I |
____________________________ b
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Les champignons, comparativement aux bactéries préfeéerent
des pH acides (Tableau 11). Sur le plan pratique, un pH acide en

début de fermentation évite les risques de contaminations bacté-

riennes.
‘Tableau 11 : pH_optimum de_guelques_souches de moisissures.
utanbaskednddsddadiad i dende e e "1 --------------------------------------
Souches pH optimum Références
- Aspergillus heunebergii 3 SENEZ, (1983)
- Candida utilis 3 HAN et ANDERSON, (1979
- Trichoderma album 3 NOJAK, (1984)
- Penicellium chrysogenum 3 NOJAK, (1984)
- Aspergillus fumigatis 6 NOJAK, (1984)
- Neurospora sitephila 4 NOJAK, (1984}
- Mucor racemosus 4 NOJAK, (1984)
- Pleurotus ostreatus 5.7 AGOSIN, (1985)
- Pleurotus corsiucopiae 5.6 AGOSIN, (1989
- Phamerochaete 4.6 AGOSIN, (1985) 1
chrysosporiumub !
- Pycnoporus cinnabarinus 4.6 AGOSIN, (1985) |
- Dichomitus squalens 4 AGOSIN, (1985)
i I L e

La quantité d'oxygéne mise & la disposition du mycélium
doit-€tre suffisante pour ne pas limiter la croissance decelui-ci.

A défaut d'études précises sur les besoins en oxygéne , nous rap-

portons au tableau 12 des vitesses d'aération jugées suffisantes,

par de nombreux auteurs,en fermentation solide ou liquide.




12 : Vitesse d'aération

adoptée

Tableau

Débit d'air

' 1/h/100g de Souches Substrats Références
substrat ‘
Trichoderma - Milieu MENDELS et ROUSSOS et RAIMBAULT
Fermentation en 8 a180 harzianium WEBER (1982 - 1983)
Milieu liquide Trichoderma album Lactosérum ICONOMOU (1982)
7 Myrothecium Paille de blé ROUSSOS (1981)
verrucaria
7 Penicellium sp Paille de blé ROUSSOS (1981)
7 Trichoderma viride | Paille de blé ROUSSOS (1981)
Fermentation en 20 Aspergillus niger Manioc RAIMBAULT (1981)
milieu solide 308 Aspergillus niger blé  tempeh NAGAI et NISHIO (1980)
900 Taralomyces sp Son de blé NISHIQ, KURISU et NAGAI
(1982)
2 a 2.5 Aspergillus orryzae ; Riz grain SUGAMA et OKOISAKI

(1979)

Lz
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Les sources d'azote utilisées dans les cultures de cham-
pignons sur substrats lignocellulosiques sont généralement.l'urée,
le sulfate d'ammonium, 1'bydroxyde d'ammonium et le nitrate d'am-

monium.

La supplémentation azotée semble repressive sur l'activité des
champignons ligninolytiques ; quoique le niveau de tolérance de "
l'azote varie avec la souche étudiée : La dégradation de la paille’

de blé par Pleurotus salmonea stramineus, Pleurotus eryngii,

Pleurotus sp "Florida", Lentinus edodes diminue par rapport au té-

moin (sans apport azoté) lorsque le taux de nitrate d'ammonium par
rapport au substrat dépasse 0,75 p.100 (ZADRAZIL et BRUNNERT,
1980). ’

D'autre part, ODIER et ROCHE (1985) indiquent que les rapports
C/N < 280 retardent et diminuent l'activité ligninolytique de

Phanerochaete chrysosporium et Phlebia radiata.

S'agissant des champignons cellulolytiques, la supplémentation
azotée semble favorable a l'activité cellulolytique et & la synt-
hése protéfque. Toatefois, la nature et la dose des sources d'a-
zote est un paramétre important dans le métabolisme de ces cham-
pignons. Ainsi, l'assimilation du sulfate d'ammonium peut entral-
ner une chute de pH incompatible avec la croissance des champignons.
L'urée & une dose de 15g/1 chez Trichoderma album (ICONOMOU, 1982),
25g/1 chez Rhizopus arrhizus (VEZINHET et al, 1977) provoque une

inhibition de la croissance.

En effet, la dégradation de 1'urée sous l'action de 1'uréase fon-
gique s'effectue avec libération d'ions NHZ qui entraine une
élévation du pH (ICONOMOU, 1982}. Quelques résultats de RAIMBAULT
(1981) mont rent quenlé pH varie de 3 & 11 pour des combinaisons

. urée-sulfate d'ammonium allant de 0 & 100 %, lorsque Aspergillus

hennehergii est cultivé sur substrat manioc.
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Dés 1921, PRINGSHEIM indique que la dégradation enzymati-

que de la cellulose native comporterait trois étapes

a)- Désintégration de la structure cristalline de

la cellulose.

b)- Dégradation des fibres de cellulose décristal-

linisée en B-1 - 4 oligoglucosides.

c)- Hydrolyse des B-1 - 4 oligoglucosides en glucose.

En 1925, KARRER, SCHUBERT et WERLI étudiant les cellu-
lases du suc digestif des escargots ne confirment pas ce proces-
sus puisqu'ils observent que les produits de dégradation de la
cellulose était le cellobiose. Ces premiers travaux semblaient
indiquer la nécéssaire intervention de plusieurs enzymes pour dé-

grader la cellulose.

Cette hypothése fug\vérifiée en 1950 par REESE, SIU et LEVINSON
qui observent que pour de nombreux champignons qui dégradent la cel-
lulose dans la nature, leur filtrat est parfois inactif sur la cel-

lulose.

Cependant, si cette cellulose est traitée (broyage puis gonflage),
leur filtrat devient actif. Il y a bien donc un travail eﬁzymati-
que préalable que certains champignons peuvent effectuer et d'au-

tres non.

De cette observation, ces auteurs ont formulé le concept des com-
posants C1 (facteur de gonflage préalable de la cellulose) et Cx

( compl exe de plusieurs enzymes). Les recherches ultérieures en
matiére de cellulolyse ont pris pour modéle le concept C, - Cx.
Ainsi, WOOD, (1968) n'observe pas d'action hydrolytique de C, sur
la cellulose cristalline alors que OKADA et al (1968) indiquent

que le composant C1 est capable & lui tout seul de dégrader la cel-

lulose cristalline.
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Il est maintenant bien établi (WOOD et MC CRAE, 1972) que C

une enzyme hydrolytique qui libére du cellobiose & partir de

1 est

1'extrémité non reductrice d'une chaline de B-glucane d'ou le nom
d'exoglucannase qui lui a été attribué . Le terme C, a donc dis-

paru ainsi que celui de Cx'

Depuis les travaux de WOOD et MC CRAE (1972) ; REESE (1975) ;
CRITZALI et BROWN (1979) ; FAN et LEE (1983) ; POURQUIE et
VANDESCASTEELE (1984), GROWS et al, (1985), 1'hydrolyse enzyma-
tique de la cellulose s'identifie & un mécanisme coopératif entre

trois types d'enzymes du complexe cellulasique.

1.1.- Les_endoglucannases (E_ : 3.2.1.4.).

Ce sont d'une fagon généraleydes glucoprotéfnes dont la
teneur en glucide est variable, mais peut atteindre 21 p.100.
Cette partie glucidique interviendrait dans la fixation de 1'enzy-
me sur la surface de la cellulose & hydrolyser. Elle jouerait éga-
lement un rdle de protection contre l'attaque des protéases
(GAWTHORNE, 1979). L'activité des endoglucannases est plus élevée
lorsque leur poids moléculaire est faible. Ce dernier peut varier
entre 12.500 et 50,000. Le pHi des endoglucannases se situe respec-
tivement entre 4 et 7 et entre 30 et 60°C (Tableau 13).
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Tableau 13 : Poids moléculaire (PM), taux de glucides, et

_______________ e e
Taux pHi Références
Sources Type d'enzyme PM de
glucides
Endoglucannase T1 32.300 10.5 5.32 } ERIKSSON et
Endoglucannase T,a 36.700 0.0 4.72 | PETTERSSON
Sporotrichum Endoglucannase T,b | 28.300 7.8 4.40 (1975)a
pulverulentum Endoglucannase T3a 37.500 4.7 4.65
Endoglucannase T3b 37.000 2.2 4.20
Trichoderma Endoglucannase 1 12.500 21 4.60 | PETTERSSON,
viride Endoglucannase 11 50.000 12 3.39 (1975)
Endoglucannase E1 13.000 - 4.73
Trichoderma Endoglucannase E3a 48.000 - 4.32 | WOOD et MC
kiningii Endoglucannase E;b | 48.000 - - | CRAE (1978)
Endoglucannase E4 31.000 - 5.09

Les endoglucannases attaquent la fibre de cellulose en milieu
de chafne au hasard pour libérer des cellulodextrines de degré

de polymérisation compris entre 1 et 6.

1.2.- Les_exoglucannases (EC : 3.2.1.21).,

Ce sont également des glucoproteines, mais leur partie glu-
cidique serait plus faible. Par contre, leur poids moléculaire est
plus élevé, il se situe entre 42,000 et 62.000. Leur pHi, tempéra-
ture d'action et pH optimum d'actiongsont comparables & celui des
endoglucannases (Tableau 14).
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_________________________________________ e et ST L
' Taux . s
Sources Types d'enzymes PM de pHi Références
glcides
Sporotrichum Exoglucannase .| 48.6000 0.0 4.30 | ERIKSSON et
pulverulentum ) PETTERSSON
(1975)b
Trichoderma | g, o1ucannase 42.000 { 9 3.79 | PETTERSSON
viride (1975)
Trichoderma | ¢ jiobiohydrolase | 62.000 | 3.9 - 1 WOOD (1968)
koningii X
Les excglucannases sont de deux types
- Les B - 1,4 -~ glucohydrolases.
- Les p - 1,4 - cellobiohydrolases.
Les exoglucannases coupent les liaisons B - 1,4 des cel-

lulodextrines libérées par les endoglucannases, et les chafnes
entiéres de cellulose & partir de 1'extrémité non réductrice. Le
résultat de ces attaques est la libération de glucose (par les
B - 1,4 glucohydrolases) et de cellobiose (par les p - 1,4 cel-
lobiohydrolases).
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A cdté de ces deux groupes principaux d'enzymes, existent,
les B-glucosidases qui liberent du glucose & partir des petites
molécules résultant de 1l'action d'endo et /ou d'exoglucannases.
Leur activité est particuliérement prononcée sur les molécules
de cellobiose d'ou le nom de cellobiase qui leur été fréquemment
attribué
La dégradation de la cellulose est une action synergique des
trois principales enzymes du complexe cellulolytique comme le

montre le tableau 15.

Tableau 15 : Activités cellulolztigues des constituants

combinaison (WOOD, 1981).

Solubilisation de coton (%)
\
Fusarium solani Trichoderma koningii
Cellobiohydrolase 1
Endo (1,4) P-glucannase _ 1 2 .
P-glucosidase 0
Cellobiohydrolase+endoglucan 53 58
nase |
Endoglucannase+B-glucosidase 6 4
Cellobiohydrolase + Endoglu-
cannase + B-Glucosidase 72 N
Surnageant initial 71 71

Par ailleurs, la figure 9 illustre les différents stades de

la cellulolyse.
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Figure 9 : Schéma représentatif des différents stades de la cellulolyse
(MONTENECOURT et EVELEIGH, 1979).
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Les cellulases fongiques sont des enzymes extracellulai-
res c'est-a-dire synthétisées & 1'intérieur de la cellule et sec-

rétées dans le milieu extérieur.

La biosynthése des cellulases est régulée par des mécanismes d'in-

duction et de répression catabolique.

La cellulase est dite constitutive lorsque sa présence est détec-
tée dans le milieu quelque: soit la source carbonnée utilisée

par le microorganisme pour. sa croissance. Au contraire, elle est
dite adaptative lorsque sa synthése est induite par la présence

du substrat.

Dans le cas des moisissures, les cellulases sont généralement
adaptativeg (la cellulose est un trés bon inducteur). Par contre

chez les bactéries, les cellulases sont souvent constitutives.

3.- Les éléments inducteurs.

Ce sont généralement des éléments solubles du milieu
extérieur 4 la cellulase (4 notre connaissance, aucun inducteur
physiologique n'a' été identifié)., Il faut qu'il traverse la
membrane cellulaire pour agir au niveau de l'expression des geénes
de structure. Trés classiquement : Le cellobiose, le soPhorosé
le lactose, le disodium dihydrogéne éthyléne - diamine tétra acé-
tique dihydrat€ sont des inducteurs. Pourtant, la cellulose qui
est insoluble est également un puissant inducteur de la synthése
de cellulase. MANDELS et REESE (1960), supposent que le microor-
ganisme secréterait d'infimes petites quantités d'enzymes indo-
sables capables de libérer des sucres solubles assimilables

(notamment le cellobiose) & partir de la cellulose soluble.

Une fois la synthése  de la cellulose induite, elle est sujette
a la répréssion catabolique. Le glucose est connu pour &tre un
des réprésseurs le plus actif sur la synthése des cellulases
fongiques et bactériennes (ERIKSSON, HAMP, 1978), il agit a des
doses trés faibles (50 ig/1).
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D'autres substances comme les phénols, les alcools et

les acides phénoliques 1les thiols et les ions métalliques (Ba*?,

Mg++, Mn++, Zn++, Co++, Ag++, Hg++, Cu++, Fe++)

lement la synthése des cellulases.

, inhibent éga-

Les souches de microorganismes ligninolytiques sont peu
abondantes dans la nature comparativement aux souches celluloly-

tiques (Tableau 6).

ODIER (1980) sur 122 souches de bactéries testées, 11 seulement
présentent une activité ligninolytique. Selon DESCHAMPS (1985),
chez les bactéries ne coexistent jamais 1'activité cellulolyti-
que et l'activité ligninolytique. Il semble cependant que les
deux soient nécessaires pour assurer une bonne dégradation des
lignines. Cela explique que le modéle de microorganisme utilisé
dans les laboratoires soit souvent un champignon classé parmi

les pourritures blanches et connu sous le non de Sporotrichum

pulverulentum.

Le processus de dégradation des lignines est peu connu.
Jusqu'a une date trés récente, les chercheurs pensaient a un

processus oxydatif.

En effet, la dégradation des lignines fait intervenir soit 1'oxy-

geéne, soit des radicaux de type H2 02 et superoxydes (OH® et O°).

C'est en 1983 que TIEN et KIRK émettent 1'hypothése enzymatique,

Ces auteurs travaillant sur Sporotrichum pulverulentum isolent

une enzyme extracellulaire capable de couper d'une part les liai-
sons Ca - Cg des chafnes latérales et d'autre part, les cycles
aromatiques (cf. p..d).

Cette enzyme de PM 42.000 a besoin pour fonctionner de la présence-
de H,0, dans le milieu. FORNEY et al, (1982) avaient déji signa-
1é une relation entre l'activité ligninolytique et la production

d'H202 dans une culture limitée en azote.
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Cette HZOZ ne serait pas cytotoxique car elle est produite comme
les catalases dans les structures périplasmiques sub-cellulaire

des champignons notamment de Phanerochaete chrysosporium.

Le processus de dégradation des lignines n'interviendrait qu'a
la fin de la phase de croissance du champignon lorsque la con-

centration en azote atteint sa valeur la plus faible.

L'activité ligninolytique représenterait donc un métabolisme

secondaire (réponse 4 une carence en azote du milieu).

L'influence négative de 1'azote a été étudiée notamment
par ZADRAZIL (1980). Cet auteur montre que la digestibilité des
biomasses est d'autant plus faible que la teneur en azote du vt

substrat de départ ou du milieu est élevée.

Ainsi, les champignons ligninolytiques n'enrichissent pas le
substrat ligninolytique en protéines contrairement aux champi-

gnons cellulolytiques.

Néanmoins, DEMEYER et VERVAEKE (1985) indiquent que cette répres-
sion du systéme ligninolytique par la présehce d'azote dans le

milieu ne s'observe pas pour toutes les souches.

Actuellement, les travaux s'orientent vers la sélection des
souches capables de dégrader lesligninestout en enrichissant le

substrat en protélnes.
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-00000~ CONCLUSION GENERALE -000Qo00-

Ces rappels bibliographiques nous ont permis de montrer
la complexité structurale des matériaux lignocellulosiques comme
la paille, dont 1l'énergie brute par unité de poids est comparable
a celle des céréales. Pourtant du point de vue chimique, la cel-
lulose ne différe de 1'amidon que par un simple détail dans la
liaison 1 - 4 (B pour la cellulose ; « pour l'amidon) détail
oh combien important! puisque seule les termites, les escargots
et les microorganismes vivant dans le tube digestif des herbivo-
res ou dans le sol, notamment certains champignons filamenteux
sont capables de libérer et d'utiliser & des fins de croissance,

1'énergie de ces substrats particuliérement abondants.

Domestiquer le microorganisme en maltrisant ses exigences et
ses aptitudes pour le mettre au service de 1'homme dans ce do-
maine déficitaire qu'est la production d'aliments performants

pour l'animal est un espoir.

Les modestes expériences qui vont suivre tenteront de contribuer

\
a l'inscription de la premiére lettre.
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EXPERIENCE 1 : ISOLEMENT ET_ _CHOIX DES__SOUCHES.

La méthode d'isolement utilisée est inspirée de celle
de LARPENT ; LARPENT et GOURGAUD (1970).

Dans des boltes de pétri de 10 mm de diamdtre est réparti un

milieu & pH compris entre 7 et 7,5 composé de

- Phosphate bipotassique 1g,

- Nitrate de potassium 1g,

- Sulfate de magnésium 0,5g,

- Chlorure de calcium 0,2g,

- Gélose 20g,

-~ Perchlorure de fer 2 gouttes,
- HZO 1000 ml.

Puis ensemmencé avec 0,2 ml d'une suspension de terre
de dillution croissante (1071 & 1070
rée est recouverte avec un papier filtre stérile puis incubée
a 28°C.

). La culture ainsi prépa-

Chaque souche isolée est purifiée sur milieu MEA (Malt ,extrait

agar) puis conservé sur le méme milieu.

- Extrait de malt 20g,
- Extrait de levure 02g,

- Gelose 20g.

Vingt trois souches de champignons sont ainsi isolées.
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Dans le but de choisir les souches les plus performantes
pour la suite de notre travail, nous avons mesuré sur un substrat
paille, 1'activité cellulolytique et la capacité de synthése de

protéines de chaque souche:.

a)- Obtention de 1'inoculum.

Avant toute culture, les souches conservées au froid
subi ssent deux régénérations successives sur milieu MEA (3 jours
de culture).

Dans un erlenmeyer de 250 ml sont placés 50 ml de la solution
minérale STARON n°® 1 dont la composition est donnée dans le
tableau 16.

___________________________ [mmmmmm—mmm o
Eléments Quantités(mg)
Glucose 20.000
Peptone pancréatique 6.000
Extrait de levure 1.000
Chlorure de sodium 500
Sulfate de magnésium 500
Phosphate monopotassique 1.000
Sulfate ferreux 10.000
Eau q.s.p. 1.000 ml
e e ———— B -

Les erlens ainsi préparés sont bouchés avec du coton
cardé puis sont stérilisés & l'autoclave & 110°C pendant 30

minutes.
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Refroidis, ils sont ensemmencés en milieu stérile puis incubés

sous agitation pendant 5 jours & une température de 27°C.

La paille utilisée est une paille de blé dur de variété
ALCEDO cultivée dans la région d'ALGER.

Dans des erlens de 250 ml, 2g de paille de blé broyés (grille
de 0,8 mm de diamétre) et 50 ml de solution minérale STARON n°2

(Tableau 17) sont introduits successivement.

STARON n° 2 (1984).

Eléments Quantités (mg)
Sulfate d'ammonium 4.000
Phosphate monopotassique 1.000
Sulfate de magnésium 500
Chlorure de potassium 200
Chlorure de éalcium 200
Sulfate ferreux ' 30
Sulfate de zinc 10
Sulfate de cuivre 20
Eau q.s.p. 1.000 ml
pH 6.4 ajusté avec une
solution minérale d'acide
orthophosphorique

____________________________ RPN B

Les erlens.sont ensemmencés avec 10 ml d'inoculum pré-

cédemment obtenu puis incubés & 27°C pendant cing jours.
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A 1"issue de ce temps d'incubationale contenu de chaque erlen
est passé dans un mixer pendant 10 minutes, puis centrifugé.

Sur le surnageant récupéré sont mesurés et dosés respectivement
le pH, les sucres réducteurs et les prote€ines pour apprécier la

croissance de 1'organisme.

Nous avons utilisé la méthode de MILLER (1959).

Dans des tubes & essai de 16 mm de diamitre sont placés

2 ml de solution & doser convenablement diluée

(1/70),

3 ml du réactif au D.N.S (acide dinitrosalicylique),

Reactif au D.N.S (/100 ml).

Acide 3,5 -~ Dinitrosaljcylique 1g.

- Hydroxyde de sodium 1g.

- Sulfite de sodium anhydre 0,05g.

~ Phénol 0,2g.

- Eau q.s.q. 1000 ml.

Les tubes ainsi préparés sont bien agités puis sont
portés au bain-marie & 100°C pendant 5 minutes. Trois tubes
témoins ou la solution & analyser est remplacée par 2 ml d'eau

sont traités dans les mémes conditions.

La teneur en sucres réducteurs est mesurée a 575 nm par rapport

a une gamme étalon de glucose allant de 0 & 1g/l.

Nous avons employé la méthode de LOWRY et al (1951) con-

seillée pour le dosage des proteines microbiennes (RAIMBAULT,

1981).
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Dans des tubes & essai de 16 mm de diamétre sont apportés

successivement

-1 ml de'solution 4 doser convenablement diluée
(1/20).

- 1 ml d'hydroxyde de sodium normal.

Les tubes sont chauffés pendant 5 minutes sans &tre agités.

- 5 ml du réactif du biuret : mélange dessolutions
A + B + C dans les proportions 50 ; 1 ; 1 V/V,

Réactif du Biuret.

- Solution A = Na, C03, 20g dans unesolution de soude
a 0,4 %.

- Solution B = Cu SO, &4 1 % dans 1'eau.

4
- Solution C = Tartrate double de sodium et de potas-

sium & 2 % dans de 1'eau.

Les trois\ solutions sont mélangées au dernier moment.
Les tubes sont laissés 30 minutes & 1'obscurité a la température

du laboratoire.

- 1 ml du réactif de Folin - ciocalteu dilué de moitié

dans 1l'eau.

Les tubes sont bien agités puis sont laissés pendant 30 minutes

4 nouveau 3 1'obscurité, & la température du laboratoire.

La teneur en protéines est mesurée & 750 nm par rapport & une
gamme étalon allant de 0 & 300 mg (Figure 10) de s€rum albumine

bovine.

Trois tubes témoins (sans solution & analyser) sont préparés dans

les mémes conditions.




44

" Densité optique

0,75

0,50

0,25

Concentration de
5 10 15 20 25 sérum albumine

bovine

(mg/100ml )

N\

Le: choix' de nos souches s'est donc porté sur celles
qui présentent 4 la fois une bonne capacité a produire des
protéine§ et des sucres réducteurs sur paille ce qui suppose
une activité cellulolytique. La souche 23 et la souche 15 ont

été retenues.

Elle ont été identifiées respectivement par le département de
Botanique de 1'I.N.A d'El-Harrach, et par le muséum d'histoire

naturelle de PARIS, comme étant Trichoderma viride et Myrothecium

verrucaria. Ces deux souches ont donc fait 1'objet d'étude plus

approfondie.
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D'HUMIDITE POUR LA

Compte tenu de la valeur relativement faible de la masse

volumique des pailles, de fortes quantités d'eau sont nécessaires

pour humidifier correctement ce substrat.

Les travaux d'ICONOMOU (1982) indiquent des taux d'humidité d'en-

viron 80 % pour la croissance de Trichoderma album sur paille.

Nous avons choisi les taux 80, 84 et 87 %«

A chaque taux d'humidité est associé 3 pH (4 - 5 et 6).

Les solutions minérales (STARON n® 2) sont calculées de telle

sorte que les quantités d'éléments soient identiques dans chaque
bofte de pétri (Tableau 18).

Tableau 18 : Quantité des différents éléments mineraux

Eléments minéraux

Humidité 80 %

Humidité 84 %

Humidité 87 %

(NH4)2 SO4 (g) 0.91 0.71 0.61

POZ.HZK (g) 0.22 0.79 0.15

SOA Mg 6H20 (mg) 144 95 76

KC1 (mg) 45.6 38 30.4

Ca C1, (mg) 45.6 38 30.4

Zn 504 7H,0 (mg) 2.28 1.9 1.52

Cu SO4 5H20 (mg) 0.21 0.18 0.14

Fe SOA 7H20 (mg) 6.48 5.7 4.56

Eau q.s.p 1000 ml !
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Les souches conservées au froid subissent deux régénéra-

tions sur milieu M.E.A modifié de composition suivante

- Extrait de Malt 20g,
- Agar 20g,
- Lactose 20g,
- Peptone lg,

Le lactose étant connu comme inducteur de la synthése

de cellulose.

Dans une boite de pétri de 210mm de diamétre, 16g de
paille (dosant 92 p.100 de M.S. et 3,7 p.100 de M.A.T) finement
broyée (grille de 0,8 mm) sont amenés & chaque taux d'humidité
avec la solution minérale STARON n°2 (1984) ajustée aux différents

pH avec une solution normale d'acide ortho-phosphorique.

Les boites de pét&i ainsi préparées sont stérilisées a 1'autoclave
pendant 30 minutes & 120°C pour chaque taux d'humidité et pour:

un pH de 5, un témoin ensemmencé mais non incubé est réalisé et
traité dans les mémes conditions que précédemment (il permet

de doser notamment la quantité d'azote apporté par le mycélium

de 1'inoculum). Par addition de la solution minérale de sulfate
d'ammonium enrichie de mycélium d'insémination (culture de 3
jours), tous les échantillons sont amenés & la teneur de 10 p.100
en matiéres azotées totales par rapport & la matiére séche

(3,7 p.100 natifs de la paille ; 6,3 p.100 apportés par la so-

lution minérale).

Aprés 8 jours de culture 4 28°C, la biomasse est obtenue et

traitée selon le schéma 1.

Les essais sont effectués en double et répétés 2 fois dans le

temps.
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Paille traitée

$——p Mesure du pH

Prélévement de 5g :
addition de 25ml d'eau

PréYévement de 5g 12h étuve a 40°C

15 minutes de centri-

fugation ¢
Ajustement du surnageant Mesure de la MS Séchage de la paille
a 30 ml traitée
Dosage des ol N . Dosage'des R}gestlblilte
protéines ctivité papier composées in sacco
filtre (APF) Calcul des pertes pariétaux de la MS

en MS

(MANDELS, ANDREOTTI et ROCHE 19_76).
Dans des tubes & essai de 16 mm de diamétre sont placés :

- 1 rectangle de 1 x 6 cm de papier Wattman N°1,

- 1 ml de tampon citrate - phosphate de 0,05 M ;
pH = 4.8 (mélange de 59 ml de sodium acétate
trihydraté + 49 ml d'acide acétique pour 100ml
d'eau distillée).

r
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- 1 ml de solution & doser.

Les tubes sont portés au bain-marie & 50°C pendant 1
heure. Puis, 3 ml de D.N.S (acide dinitro - salicylique) sont
ajoutés, |
Aprés les avoir agités, ils sont remis au bain bouillant pen-
dant 3 minutes.

A 1'issue de ce traitement, 16 ml d'eau distillée sont ajoutés

dans chaque tube.

La lecture est faite & 575 nm par référence & une gamme étalon

allant de 04 0,8gde glucose/l (Figure 11).

Trois tubestémoins (sans enzymes) et trois tubes constituant un
blanc (san papier Wattman) sont réalisés dans les mémes condi-
tions.

0,3 §
3cm
0,2
-
2 cm

0,1

.

20 40 60 80 Concentration (mg/100ml)
de glucose

APF = Quantité de sucres réducteurs libérés par ml et

Par heure.
Les résultats sont exprimés en Ul ( M moles de glucose/mn/ml).
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Nous avons utilisé la méthode de VAN-SOEST et WINE (1967)

trés couramment employée en nutrition.

Principe : La méthode est basée sur le fractionnement des cons-
tituants pariétaux par des hydrolyses successives de 1'échantil-

lon. Le mode opératoire est montré par le schéma 2.

Le résidu neutre de VAN-SOEST (NDF) contient pratiquement toutes
les hémicelluloses, la cellulose et les ligninesdes fourrages
(BAILEY et ULYATT, 1970). Cependant, SOUTHGATE (1969) indique’
que la méthode de VAN-SOEST sous-estime la teneur en hémicellu-

losesdes fourrages.

Quant au résidu ADF, il contient virtuellement toute la cellu-
lose et les ligninesmais également des polyosides non cellulosi-

ques et des protéines.
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VAN-SOEST et WINE (1967).

Tarage des creusets P

!

Pesée d'lg d'échantillon dans un ballon E

.

Hydrolyse pendant l1h avec 100ml de solution NDF

o

——pFiltration ~—-—Etuve 24h & 105°C
(creuset)
L' 2

Pesée dans le creuset du résidu NDF :

Hémicelluloses
Cellulose

Lignines

Matiéres minérales

*

jRécupération du résidu
dans le ballon

’

Hydrolyse pendant 1h avec 100 ml d'ADF

N

\ j——>sfFiltration—gétuve 24h & 105°C

!

Pesée dans le creuset du résidu ADF

~ Cellulose P
- Lignines 2
- Matiéres minérales

Attaque pendant 3h par HZSOA 72 %

;_>Filtration —étuve 24h & 105°C

Pesée du résidu H2504 72 %

- Lignines P3
- Matiéres mindrales

.

Four pendant 3h & 600°C

1

Pesée des cendres restantes P4

50




Hémicelluloses : 21_:_22 x 100

Cellulose : P3 - P4 x 100

x 100

A.D.F : P2 - P4 < 100

La composition des différentes solutions d'hydrolyse

est présentée dans le tableau 19.

- . ————— - —— - B s e e — ———— — ——— - - ——— ——— — Y - — - -

____________________________________ o mmmm—m—mmmmemmee-
PRODUTITS QUANTTITES
____________________________________ e c e —, e —————————
NDF_: Neutra] detergent fiber
- Lauryl sulfate de sodium 30.0g
- Phosphate de sodium 4.56g
-E.DQTQAO 18.61g
- Borate de sodium 10 HZO . 6.81g
- 2 éthoxyl - éthanol éthylglycol 10 ml
- Eau distillée q.s.p 1000 ml
ADF_: Acid detergent fiber
- C.T.A.B 20.0g.
- H, SO4 (N) 1 capsule
Lignines :
i so 72 o 670m1 d'HZSO4
L) L . ? 415ml HZO
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3.- Mesures.

La digestibilité de la matiere séche des échantillons
est mesurée dans des sachets en nylon placés dans le rumen de

mouton muni de fistules.

La méthode que nous avons utilisée est inspirée de celle de
DEMARQUILLY et CHENOST (1969).

Les sachets de dimensions 8 x Scm sont confectionnés a

partir d'un tissu en nylon dont le diamétre des mailles est
<50 pm.

Trois cdtés du sachet sont fermés par une couture & pointstrés
serrés réalisée avec du fil synthé€tique. Le quatriéme cdté est
fermé aprés introduction de 1g d'échantillon. Les sachets par

paquets de neuf sont introduits dans le rumen. Chaque sachet

\
est lesté par des billes en verre (Schéma 3).

Schéma 3_: Sachet prét a &tre mis dans le_rumen.
Fil de nylon
‘ 7 } ;, oeillet
] |
CTT T T TN
| g Ve Couture a points serrés
' V g
) l
8 cm ) |
l, |
] '
I |
Ioe e | Echantillon
_F._b}:;i;ﬁ;._ .
4 L-E----Jl--.._i.. Billes en verre.
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Les moutons utilisés sont de race Ouled Djellal, fistu-
l1és du rumen et recevant une ration journaliére composée de 1Kg
de foin de vesce - avoine de qualité moyenne et de 150g de tour-

teau de Soja.

Aprés une incubation de 48h dans le rumen, les sachets sont lavés
abondamment & 1'eau chaude puis sont introduits dans des tubes a
centrifuger de 100 ml contenant 50 ml de solution de pepsine

(2g + 10 ml d'Hel normal + eau distillée q.s.p 1 litre) qui sont

de nouveau incubés pendant 48h dans un bain-marie & 39°C.

Les sachets sont ensuite retirés, lavés et séchés a 1'étuve

jusqu'a poids constant,

CALCUL

dMS(%)= Mo T ™

m
(o]

x 100

m, = Poids de la matiére séche incubéy
m; = poids de la matiére séche aprés incubation.
dMS(%)\=

digestibilité de la matiére séche.

e e v - iy -~ —— — ———— ——

A 1'issue de la période de culture, le bilan quantité
de MS incubée et quantité de MS récoltée est réalisé et les

pertes apparentes de MS sont calculées selon l1'expression :

MS ' ap ° D x 100

X, = Poids de la MS incubé,

X, = Poids de la MS récolté .
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A 1'issue de la culture, 1lg de biomasse est prélevé,
auquel sont ajoutés 10 ml d'eau. Le flacon est gardé au réfri-
girateur durant 24 heures pour limiter les proliférations mic-
robiennes. Aprés centifugation la mesure du pH est effectuée

sur le surnageant.

Le précédent travail réalisé sur 8 jours de culture
nous a permis de constater que le pourcentage en lignines
(facteur de diminution de la digestibilité) des échantillons

traités avait augmenté en moyenne de 12 %.

Pour mieux connaitre le temps de culture qui assure une diges-
tibilité maximum, nous avons réalisé une cinétique de' fermen-

tation sur 16 jours.

Pour cela, nous avons choisi 1'échantillon pH 5- Humidité 87%
de la souche Myrothecium verrucaria qui a présenté des résul-

tats corrects de digestibilité et de synthése protéique.
\

Les préparations des boites et les conditions de culture sont

celles décrites précédemment. Tous les 2 jours, 2 boites de

pétri sont prélevées en vue d'analyses (Schéma 1).

verrucaria.

Connaissant la température optimum-de culture de

Myrothecium verrucaria ;(27°C) ; le pH ;.1le taux d'humidité

et grossiérement le temps de culture; hous avons tenté de
produire de la paille traitée & 1'aide d'un dispositif de cul-
ture en affinant davantage le facteur temps de culture et en
introduisant respectivement deux nouveaux paramétres de cul-
ture (le taux azoté et l'apport d'air) et une nouvelle mesure

(le C02'dégagé au cours de la culture).
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Pour ce travail, nous avons choisi 1'échantillon pH 5 -
Humidité 80 %, car des essais préliminaires nous ont permis de
constater qu'a un fort taux d'humidité, la paille se tasse for-

mant ainsi une pite, empechant la croissance du champignon.

Trois teneurs en azote apportées par du sulfate d'ammonium sont
testées (6 ; 10 et 14 %) durant trois jours de culture. Des pré-
lévements sont effectués toutes les 12h aprés 24h de culture ”
c'est-a-dire a 36 ; 48 ; 60 et 72h de culture car il y a peu de

croissance avant ce temps d'incubation de 24h.

MODE OPERATOIRE.

Les colonnes, les tuyaux et les erlens sont stérilisés
a 100°C a 1'autoclave pendant 30 minutes avant chaque essai.
Les différents échantillons de paille (6 ; 10 et 14 % d'N) pré-
parés, homogénéisés, stérilisés et ensemmencés comme précédement
sont introduits dans la colonne en milieu stérile puis fermés
hermétiquehent.
L'air qui a balayé la collone est recueilli dans des tubes & cen-
trifuger de 100 ml contenant 15 ml de solution de soude 2 N pour

piéger le CO2 de respiration.

Toutes les 12h (36 . 48 ; 60 et 72h), une colonne est prélevée,
la paille récupérée subit le méme traitement que précédemment
(Schéma 1).

Les tubes de NaOH sont également prélevés toutes les 12h (mais de
0 & 72h pour le dosage de CO,).

DOSAGE_DU_CO,.

Principe : Le carbonate de sodium formé et précipité par addition
- de 60 ml de Ba Cl, a 20 %.

La 3oude résiduelle est dosée par titrimétrie jusqu'a
virage au blanc par 1'HCl 2N en présence de quelques gouttes de
solutions de phénolphtaleine &4 1 % dans 1'éthanol.
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Le CO2 rejeté exprimé en g est calculé par la formule

C02 (g) = 0,044 (14,8 -x),
X = Volume d'lICl nécessaire pour neutrali-
ser 1'excés de soude.
14,8 a Volume d'HC1l 2N nécessaire pour neutra-

liser 15 ml de soude 2N dans nos con-

ditions expérimentales.

Les résultats sont exprimés en g de C02/100g de MS

récoltés.

Le dispositif que nous avons utilisé est inspiré de
celui de RAIMBAULT (1981).

Dans un bac rempli d'eau maintenue & une température de 27°C
(4 1'aide d'une pompe thermostatique régulée par un thermomé-

tre & contact) sont disposées 4 colonnes réactionnelles.

(Schema 4).

Chaque colonne est reliée & une arrivée d'air filtré produit

par un compresseur. Avant de circuler dans le milieu de culture,
l1'air barbote dans un erlenmeyer contenant une solution de strep-
tomycine (5 ml pour 1.51 d'eau) pour éliminer tout fisque de

contamination, puis réchauffé a la température du bac.
Le schéma 4 présente le détail du dispositif utilisé,

Le volume d'air qui circule dans la colonne a été mesuré a 1'ai-
de d'un débimétre & bulles et fixé & 61/h (RAIMBAULT, 1981).
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EXPERIENCE 1 : ISOLEMENT ET CHOIX DES SOUCHES.

L'opération d'isolement et la purification nous a per-
mis d'obtenir 23 souches de champignons qui ont fait 1'objet
d'un criblage sur la base de leur capacité a produire des suc~
res réducteurs et & synthétiser des protéines & partir d'un

substrat paille. Les résultats sont repportés dans le tableau 20.

= o e e e e e e e e = |
| | |
| | Concentration en mg/l de milieu |
| Souches |~~~ 7""TTTTTTmTmmeoes
: | Sucres réducteurs ! Protélnes |
| e O e !
] | ] |
| 1 { 120 : 260 !
: 2 ! 0 ! 260 !
: 3 l 120 ( 218 1
L I 120 | 218 |
: 5 | 10 ! 226 !
! 6 | 10 I 242 i
i 7 | 120 ! 260 :
I : 120 ! 218 !
b9\ 10 . 242 .
i 10 i 10 : 200 :
Lol ! 10 : 218 |
: 12 : 10 I 218 {
I 13 . 180 : 184 |
Y | 240 : 184 ;
! 15 : 240 | 218 ]
. 16 i 120 | 200 :
l 17 | 120 | 206 |
L 18 ! 120 : 242 :
| 19 | 120 | 184 |
t20 ! 10 ! 200 :
| 21 ( 10 1 226 i
y 22 i 120 : 260 !
L 23 ! 180 ! 226 !
{ | | |
| | 1 |
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I1 apparait que 9 souches dégradent trés faiblement ou
pas du tout la paille. 14 autres générent des sucres réducteurs

dont 4 approchent ou dépassent 200 mg/l.

Quant aux protélnes, les 23 souches en synthé&tisent. Les quanti-
tés s'établissent & 180 mg/l pour la souche 13 ; 14 et 19 & 206

pour la souche -17.

Il est & signaler que la souche 2 qui ne dégrade pas le substrat
paille, synthétise néanmoins 260 mg/l1 de solution il est vrai
que les 10 ml d'inoculum utilisés pour ensemmencer la paille
renferment des protéines. Dans nos conditions expérimentales ;
il apparait que la concentration en protéines n'est pas un cri-
tére totalement fiable pour sélectionner des souches celluloly-
tiques. Ainsi avons-nous porté notre choix sur les souches 15 et
23. La souche 14 aurait pu &tre retenue, mais nous avons jugé la
concentration en protéines trop faible (la plus faible des 23
souches). Mais objectivement, les concentrations en proteines,
mesurées pour l'ensemble des souches sont faibles comparativement
a celles rapporté¢spar d'autres auteurs notamment par ROUSSOS
(1981) qui sur 9 souches de Trichoderma et 2 souches d'Aspergillus
cultivéessur milieu de MANDELS et WEBER & 1 p.100 de cellulose

avicel a obtenu des concentrations en protéines allant de 560 &

1240 mg/1. Cet auteur n'a pas obtenu de concentration de sucre

réducteur supérieur & 130 mg/l.

Pour étudier 1'influence du pH et de 1'humidité sur la
croissance des 2 souches retenues nous avons mesurés les para-

métres suivants

- La teneur en protéinesde la biomasse.

- L'activité papier filtre (APF) et le degré de dégra-

dation des composés pariétaux de la paille par

les 2 souchesy

~ Le niveau de perte en matiére séche;

- La digestibilité de la biomasse récoltée.



60

Aprés 24 & 36 heures de culture, la surface des échantillons
de paille présente de nombreux boutons blancs de mycélium. L'envahis-
sement total du milieu commence au bout de 48 heures : A la fin de la

culture, la paille est prise en masse et présente un aspect grumeleux.

A.- TENEUR EN MATIERE SECHE DES ECHANTILLONS DE PAILLE TRAITEE.

Au départ de la culture, la teneur en matiére séche des prépa-
rations était de 20 ; 16 et 13 p.100. A la fin de la période de culture
(8 jours), elle est tombée en moyenne repectivement & 16 . 13 et 11 p.100

indistinctement pour les 2 souches de champignons (Tableau 21).

Cet enrichissement en eau n'est pas affecté par le pH ; il.
s'explique par la production d'eau métabolique par les organismes. I1
est donc important lors du choix d'un taux d'humidité de prendre en

compte cette production d'eau.

Tableau 21 : Teneur en matiére séche des pailles traitées.

1
E j: Teneur en MS avant :T Teneur en MS apr‘es:
i i fermentation (%° I fermentation (%) ]
| Echantillons | 4 q 1
L (1) \ i i T.V. : M.V. j
| 4.80 : I 15.6 Vo 17.2
: 5.80 : 20 : 16.2 : 16.1 :
i 6.80 ! : 15.6 ! 17.7 :
r 1 P A
LMoyenne ! | 15. | 16.3 L)
i 4.84 ; i 13.4 i 13.4 ;
H ggé : 16 : i%g : 13.4 1
! . . 13. !
1 § | | L 22 )
E Moyenne i ! 13.0° ! 13.3% |
. 1 r | 1
! 4.87 ! ! 12.3 : 11.3 '
| 5.87 I 13 i 11.6 ( 11.6 |
: 6.87 | | 11.6 P 116
- : : .L |
i Moyenne ; ro11.8% 1 1150 |

(1) Achaque pH ; 4;5 et 6 est associé une humidité 80 ; 8 et
87 %.

T.V = Trichoderma vinide.

n.v

Myrothecium verrucaria.
Sur une méme ligne, ldes valeuns aflectées de da méme lettre ne sont
pas significativement différnentes (Test de STUDENT, P = 0.05).
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B.- ACTIVITE PAPIER FILTRE.
L'activité papier filtre du milieu de culture correspond & la
mesure de l'activité du complexe cellulosique (endo et exoglucannase +

B - glucosidase).

L'APF est significativement plus élevée pour les échantillons
traités par T.V que pour ceux traités par M.V (+ 3 points en moyenne)
(Tableau 22).

Par ailleurs, aussi bien pour T.V que pour M.V, l'activité papier filtre

diminue significativement avec le taux d'humidité,

Nous observons également que le pH associé & chaque taux d'humidité
affecte 1'APF de manieredifférente pour T.V et pour M.V. Ainsi, pour M.V,
1'"APF est toujours plus élevée pour le pH 4 aussi bien pour l'humidité

80 que pour 1'humidité 84 et 87 p.100.

Tandis que pour T.V, 1'APF la plus élevée s'observe pour le pH 5 de
1'humidité 80 et 84 et pour le pH 6.de 1'humidité 87.

Tableau 22 : Effet du pH et de 1'humidité sur 1'APF

(Ul : p moles/ml/mn).

! ! 1
| Echantillons : A.P.F 4
i (1) ! T.V M.V 1
| 4-80 | 5.2 + 0.62 | 2.6 + 0.7° i
! 5-80 ! 6.5 + 1.3a : 1.9 + 0.4b i
‘ 6-80 ; 6.2 ¥ 0.4a ! 2.0 ¥ 0.5b :
: H a 1 b \
;  Moyenne i 5.9 + 0.5 t 2.2 + 0.3 !
| 1 T ]
| 4-84 U4 11% 2.0 + 1.0° |
| 5-84 | 4.5 + 0.5a | 1.9 + 0.6b |
[ 6-84 ! 3.9 + 0.6a : 1.2 + 0.5b :
| - — M
i i a 1 b i
! Moyenne ‘ 4.3 + 0.3 i 1.7 + 0.3 !
487 L 3.94+05%0 1 0.9+0.4° |
L 5-87 ! 3.2 ¥ 0.4a ! 0.5 ¥ 0.2b !
i 6-87 | 4.4 + 0.9a. ! 0.7 + 0.5b :
! Moyenne ' 3.8 + 0.5% i 0.7 + 0.2° i
)

1) & chaque pH 4;5 et 6 est associé une humidité 80;84 et 87 %
oV = Trichoderma vinide.

M.V = Myrothecium verrucaria.

Sur une méme ligne, les valeurs affectées de la méme letine ne
gont pas significativement différentes (Test de STUDENT, P=0.05).

~33T
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C - TENEUR EN COMPOSES PARIETAUX DES PAILLES TRAITEES.

Le tableau 23 présente d'une part, la quantité de MS so-
lubilisée par la solution NDF ainsi que les valeurs de NDF et
d'autre part, la proportion de cellulose, d'hémicelluloseset de
lignines que renferme le résidu NDF. Mais auparavant, il nous
paralt nécessaire de repréciser la signification chimique des
termes : cellulose, hémicelluloseget lignines larsque ces com-
posants sont obtenus par la méthode de VAN-SOEST, (1967)

De nombreux auteurs (BAILEY et ULYATT, 1970 ; RIQUET, 1979) rap-
portent que la fraction cellulose est contaminée par des quanti-
tés substancielles de résidus hémicellulosiques (notamment par

le xylose) et par des proteines.

Quant & la fraction hémicellulosique, elle serait sous-estimée

car le réactif au détergent neutre solubilise des unités hémi-
cellulosiques (RIQUET, 1979 ; SOUTHGATE, 1969), il solubiliserait
également des composants phénoliques -et des lignines, cette frac-
tion serait donc légérement sous-estimée. Nous utiliserons néan-
moins dans nos commentaires les termes de cellulose, hémicellu-

loses et lignines.

Les éléments solubilisés par le réactif NDF dans le cas de la
paille sont selon RIQUET (1979) des proteines ; des lipides
(en faibles quantités), des composés phénoliques, des sucres

et des composants hémicellulosiques.

Comparativement aux témoins autoclavés mais non ensemen-
cés, la matidre séche solubilisée par la solution NDF augmente
en moyenne de 6.8 et 2.7 points respectivement pour les échan-

tillons T.V et M.V. Cet accroissement s'expliquerait par 1'ap-

port en éléments solubles du mycélium, il serait donc un indica-

teur grossier de la croissance des champignons.



Tableau 23 :

Partition de 100g de MS et teneur_en_composés pariétaux (% MS)

des_pailles_avant et aprés traitement (méthode de VAN-SOEST, 1967).

Partition de 100g de MS

Echantillons Composition des parois végétales
(1) l:oaltuigz‘leisséiche N.D.F. Cellulose Hémicelluloses Lignines
Paille autoclavée 27.7 72.3 41.1 27.8 6.2
5 - 84 26.9 73.1 41.6 27.1 6.1
5 - 87 26.4 73.6 41.5 26.6 5.6
Moyenne 27.0 73.0 41.4 27.7 5.%
Paille traitée T.V M.V T.V M.V T.V M.V T.V M.V T.V M.V
4L - 80 33.9 28.9 66.1 71.1 32.8 34.5 24.0 28.5 8.8 .1 &7
5~ 80 32.8 30.0 67.2 70.0 30.8 33.6 21.1 27.8 10.5 6.2
6 - 80 33.1 29.5 66.9 70.5 30.7 33.9 27.2 27.8 8.3 6.5
4L - 84 32.8 30.9 67.2 69.1 31.7 33.3 27.8 26.9 11.1 6.4
5 - 84 33.6 29.4 66.4 70.6 25.2 34.8 27.3 28.1 13.5 6.6
6 - 84 30.2 31.2 66.8 68.8 27.2 33.5 27.1 26.4 10.7 6.6
4 - 87 34.5 28.4 65.5 71.6 29.8 33.7 27.9 28.8 11.3 - 6.9
5 - 87 32.9 29.4 67.1 70.6 28.7 35.7 27.7 26.9 12.'2 6.7
6 - 87 31.8 29.6 | 68.2 70.4 31.9 35.4 27.1 26.8 12.9 6.4
33.85 | 29.7° 1 66.6% | 70.3° | 29.8 2] 34.3° | 26.3° | 27.5° | 11.0 © | 6.5°
Moyenne + + + i ¥ : b M : :
Q.68 0.79 0.72 0.79 0.79 0.82 2.16 0.79 1.62 0.19

£9
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Il est intéressant d'analyser la composition centésimale
de la paroi végétale : I1 apparait que la cellulose est le seul
composant de la paroi utilisé par les 2 souches de moisissures.

En moyenne, '"la ponction'" effectuée par Trichoderma est plus

forte (- 11,5 points) que celle effectuée par Myrothecium

(- 7.1 points). Ces résultats sont en accord avec les valeurs de

l'activité papier filtre consignés dans le tableau 22,

La diminution de la teneur en cellulose du résidu NDF ne modifie
pas les teneurs en hémicelluloses, mais nous observons une forte
progression des lignines. notamment pour les échantillons

Trichoderma (5.08 points) et & moindre degré pour les échantil-

lons Myrothecium (0.6 points).

Le pH et le taux d'humidité ne semblent pas affecter la
composition en paroi des pailles traitées sauf relativement pour

les échantillons Trichoderma pH 5 et pH 6 du taux d'humidité

84 p.100 pour lesquels nous notons une plus forte: dégradation

de la cellulose (3,7 points en moyenne).

Logiquement la teneur en cellulose des échantillons traités dev-
rait-8tre d'autant plus élevée . que l1'APF est faible. C'est bien

ce que la figure\12 illustre.

- 0.98x + 35.09 + 2.80
- 0.63 ; P <0.01

%ﬁ T - ' Y ’

1 3 5 7  APF (U.1)
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D.- PERTES EN MATIERE SECHE EN COURS DE CULTURE.
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Les moisissures, pour tirer 1'énergie nécessaire & leur

croissance, dégradent le substrat paille, il en résulte donc

des pertes de matiére séche dont les valeurs sont présentées

dans le tableau 24.

Tableau 24 : Pertes de MS aprés traitement
T 1 r 1
| MS paille | MS résiduelle | Pertes en MS | Pertes en MS
i incubée (g)i aprés traite- i (g) i (%)
' | { ment (g) | {
Echa(r;t)lllons | i 1T 1 r i i
! ! T.M !_M.v ! T.V ! M.V L TV M.V
" 1 | i 1 1 I
| | | | | : :
4 - 80 L 14,7 ! 13.4 13,4 } 1,3, 1.3, 8.8 8.6 |
? i - + ! } i 1
5 - 80 ! 14.7 ! 13.3 : 13.5 : 1.4 :‘ 1.2 : 9.2 : 8.4 :
r T 1 L 1 A
6-8 | 147 | 13.2 |13.4 | 1.5 | 1.2 | 10,0 | 85 |
4 - 84 b14.7 Y934 '13.8 ! 1.3 ) 0.9 ! 8.8 | 62 |
F 1 F t 4 1 t 1
5 ~ 84 : 14.7 ! 13.3 ! 13.5 : 1.4 : 1.2 ! 9.3 | 8.2 :
6 - 84 [ 14.7 1i 13.3 [13.4 J' 1.4} 1.3 } 9.7 | 8.9 1
4 - 87 U447 ' 13.3 1137 | 1.4 L 1.0} 9.8 | 70 |
: 3 1 r : 1 9 ; 2
5 - 87 L1447 1 13.3 1139 I 1.3 1 0.7} 9.2 | 5.1 !
6 - 87 L 147 | 13.3 {13.7 i 1.4 i 0.9 | 9.4 | 6.5 !
| A T T . 1 [ A
| ] { | | | | 1
Moyenne | 14.7 l13s 1wz 11 o1 b9 Lozs |
i ' I t 4 i + 0 + | + 14 i
: ! 0,05°% 0.17a | 0.06a 0.19b 0.39a; 1.25b!
i - i 1 1 i 1 1

(1] & chaque pH 4 ; 5 et 6 est associé une humidité 80

et 87 %.

r.v

Trichoderma vizide.

M.V = Myrothecium verrucaria.

Pour une méme nubrique, les valeurns affectées de la méme lettne
ne gont pas gignificativement différentes (Test de STUDENT,

1

; 84

P = 0.05).
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Pour 100g de paille incubée, les valeurs s'établissent
en moyenne a 9.4 et & 7.5 p.100 respectivement pour les échantil- |

lons Trichoderma et Myrothecium. Concernant ce dernier organis-

me, nous avons enregistré des pertes de matiére séche plus faib-
lesﬁour les échantillons du taux d'humidité 87 p.100 (6.2 p.100
contre 7.5 p.100 en moyenne pour 1'ensemble des échantillons).
Ces pertes intéressent essentiellement les composants cellulo-
siques et & moindre degré, les composantshémicellulosiques de

la paroi (Tableau 23).

E.- TENEUR EN PROTEINES DES PAILLES TRAITEES ET

La quantité de protétnes totales mycéliennCSdosée/IOOg
de MS de paille récoltés est nettement plus élevée pour les
échantillons M.V (3.7 a S.Ag) que pour les échantillons T.V
(2 3 4.2g). Par gilleurs il apparait que T.V synthétise plus de
protétnes en humidité 80 p.100 que pour les autres taux d'humi-
dité (3.9 contre 2.9g en moyenne). Par contre pour M.V, c'est
1'humidité 87 p.100 qui a permis la synth&se maximum de protei-

nes mycéliennes (5.3g contre 4.3g).

Pour un taux d'humidité donné, le pH ne semble pas af-
fecter la synthése de protélnes des organismes & 1'exception
toutefois du pH 4 - H°, 84 p.100, de l'eorganisme T.V. En asso-
ciant & cette synthése de protélnes, la teneur native de la pail-
le en cet élément (en considérant que les protéfnes natives de
la paille n'ont pas été dégradées par les champignons au cours
des 8 jours de culture), nous obtenons la teneur totale en pro-
tétnes de 100g de paille. Les valeurs se situent en moyenne &

6.9 (5.7 & 7.9g) et & 8.4g (7.4 & 9.1g) respectivement pour les
échantillons T.V et M.V (Tableau 25).



1 h) 18 T !
i E g. de protéines i Protéines natives :' Teneur en protéinesi
1 i sytnétisées/100 i de la paille (2) | totales de la paillej
' i de MS de paille | g/100g de MS | traitée g/100g de MS |
E Echantillonsi traitee i L . j
| (1) | T.v | Mw | Ttv | MV | T.W | MV |
1 4 L L 1 4 - |
1 | ] I | | : |
| 4-80 | 3.8 | 45 | 3.7 | 37 | 7.5 | 8.2 i
f T r T T T N |
| 5~ 80 | 4.2 | 3.7 | 3.7 | 3.7 | 7.9 | 7.4 |
{ 6-80 1 3.7 1 4.0 YA A A
] T | 1 T T ) t
' 5.8 ! 3.3 ! 45 37 V37 v 70 1 8.2 i
[l 4 1 1 d i : :
I 6 -84 1 2.9 | 4.9 | 3.7 | 3.7 i 6.6 1 8.6 .
| 1 | Il | [ | |
| 1 T T a T S I
! 4-87 ! 3.3 ! 53 to3.7 L3 L 7.0 ! 9.0 ;
| 5-8 | 2.9 | 5.4 } 3.7 | 3.7 | 66 | 9.1 |
" | ] + i - i -
i 6-8 I 31 152 1 37 | 37 | 68 { 89 |
! Moyenne 1, 3.3 |f 4.7 I 3.7 ] 3.7 1, 6.9 T 8.4 !
i l r 0t | ot | L T i
! ! 0.44a! 0.55b | 0.0 | 0,0 | Q44 0.55b |
L 1 1 1 i A \ ]

(1) & chaque pH 4 ; 5 et 6 esi ass0cié une humi’.dbté 80 ; 84 et
87 %.
(2) Doser par da méthode de KIELDAHL.

M.V = Myrothecium verrucaria.

T.V = Trichoderma vinide.

Pour une méme rubrique, des valeurs affectées de la méme lettre
ne sont pas significativement différentes (Test de STUDENT, P - 0.05).

Les valeurs de l'ordre de 9 p.100 enregistrées pour les pailles
M.V de 1'humidité 87 p.100 correspondent & une utilisation de l'ordre de

37 p.100 de 1'azote du sulfate d'ammonium & des fins de synthése pro-

teique par la moisissure.



Tableau 26 : Utilisation de 1'azote par _les organismes.

] rg. de protéines ! Protéfnes apportées | g. de protéines :F% du sulfate ig HémicellulosesTg protéines
A brutes/100g de par le mycélium synthétisées/ d'ammonium |+ cellulose+suc-{synthétisées/
9N MS de paille d'inoculum/100g de ! 100g de MS de transformésen | res solubles/ |g de cellulo-
§ traitée MS paille protéines 100g de MS . ise+hémicellu-
= iloses+sucres
E = Isoluble
— ! .
g T.V M.V T.V M.V T.V M.V T.V | M.V T.V M.V LTV MY
4 -80} 3.8 4.5 1.1 1.1 2.7 | 3.4 42.8 154.0 113.4 18.9 10.20{0.38
5-80! 4.2 3.7 1.1 1.1 71 3.1 2.6 49.2 1 41.3 118.7 19.8 10.16 | 0.26
6 - 80, 3.7 4.0 1.1 1.1 2.6 2.9 41.3 46.0 12.7 9.5 0.20 + 0.30
4 - 84 2.0 4.5 1.1 1.1 0.9 3.4 14.3 54.0 111.9 10.0 0.07 1 0.34
5 -84 3.3 4.5 1.1 1.1 2.2 3.4 34.9 54.0 18.2 8.6 0.12 + 0.39
6 - 8, 2.9 4.9 1.1 1.1 1.8 3.8 28.6 60.3 16.2 1 9.9 0.11 1 0.38
4L - 87 3.3 5.3 1.1 1.1 2.2 4.2 34.9 66.7 13.6 9.7 | 0.16 1 0.43
5 - 871 2.9 5.4 1.1 1.1 1.8 | 4.3 28.6 | 68.2 ! 14.7 7.7 | 0.12 0.55
6 - 87, 3.1 5.2 1.1 1.1 2.0 4.1 31.7 65.0 11.4 8.0 0.17 1 0.51
3.3 4.7 1.1 1.1 2.1 3.5 34.0 56.6 | 14.5 9.12 0.14 1 0.38
Moyenne|  + s * * * * * s * * * *
0.60% | _0.55° | 0.0® 1 0.0% 0.60% 1 0.55° 1 9.51% ] 8.5 2.51%1 0.82° 1 0.05% 0.14°

(1) : A chaque pH 4 ; 5 et 6 correspond une humidité 80 ; 8 et 87 %.

7.V = Taichoderma vinide.
M.V = Myrothecium verrucaria.
Dans une méme aubrique, des valeurns affectées de da méme letire ne gont pas signilicativement

diffénentes (Test de STUDENT, P=0.05).
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Comme le faisait.pressentir les résultats du tableau 26 1'azote
du sulfate d'ammonium est mieux utilisé par M.V que par T.V

57 p.100 en moyenne (41 & 68 p.100) contre 34 p.100 (14 & 49
p.100) pour T.V. De méme, la quantité de substrat carboné uti-
lisée.au cours de la culture est significativement plus faible
pour M.V (9.12g contre 14.5g pour T.V) ; il en résulte un ren-
dement de synthése protéique (en retranchant la quantité de pro-
téines mycéliennesapportée par 1'inoculum : 1.1g par 100g de MS
de paille mise en culture) en moyenne de 0.14 et 0.38g par g de

substrat carbonné consommé respectivement pour T.V et pour M.V

(p < 0.05).

- ————— — - —— S ————— - — ————— — —— — —— D G e — e —— e —— e —

Le tableau 27 présente les résultats de digestibilité
des pailles traitées par les 2 organismes, dans différentes
conditions de pH et d'humidité.

________________ N e g e e e e e e e e e e e e e e
l - 1 1
| Témoins autoclavés (1) | Digestibilités de la MS (%) + écart-type J:
L
}
! pH 5 - H°, 80 .: 57.8 + 3.7 !
i PH 5 - H°, 84 . 59.8 ¥ 3.8 .
| PH 5 - H°, 87 | 58.7 + 4.0 |
] (.
{  Moyenne ] 58.8 + 0.9 :1
! Pailles traitées ,r T.V ! M.V VE
} i

\"pH 4 - He, 80 | 53.7 + 3.0a | 60.3 + 2.9b :
{ PH 5 - H°, 80 | 54.0 ¥ 2.4a ! 54.4 ¥ 3.7a !
| PH 6 - H°, 80 | 53.0 ¥ 3.2a . 59.2 ¥ 4.1b |
t pH 4 - H°, 84 : 58.1 + 1.8a { 59.1 + 2.5a H
i PH 5 - H°, 84 o 53.5 + 3.5a : 62.4 + 3.0b !
i PH 6 - H°, 84 | 51.1 ¥ 2.0a . 60.1 ¥ 1.8b .
' pH 4 - H°, 87 : 54.3 + 1.9a ! 60.9 + 4.5b '
it pH 5 - He°, 87 I 52.3 ¥ 4.9a ! 64.4 + 6.0b :
! pH 6 - H°, 87 : 54.4 F 2.5a : 66.6 + 5.6b :
] L -
E | 53.8 + 3.2 | 61.1 + 3.0 1

(1! & chaque pH ; 4 ; 5 et 6 correspond une humidité 80;84 et 8§7%

7.V = Trichoderma vinide.

M.V = Myrothecium verrucaria.

Surn une méme ligne, des valeurns poatant la méme letine ne sont pas
significativement différentes (Test de STUDENT, P = 0. 05/].

“
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Pour les échantillons traités par Trichoderma, le taux d'humidité

et le niveau de pH n'affectent pas dans 1l'ensemble la digestibi-
lité qui s'établit en moyenne a 53.8 p.100, soit 5 points de

moins que les échantillons témoins (P <€0.01).

Pour ceux traités par Myrothecium, la digestibilité moyenne s'é-

tablit a 61.1 p.100 ; elle est significativement différente

de celle des témoins (61.1 contre 58.8 p.100 ; P<C0.01)..

Pour ce dernier organisme, le taux d'humidité influence positi-
vement la digestibilité, ainsi le taux d'humidité de 87 p.100
associé au pH 6, présente une digestibilité de 66.6 p.100.

Par ailleurs, nous observons une forte corrélation entre la di-
gestibilité et la teneur en cellulose et en protéines respec-

tivement (Figure 13 et Figure 14).

teneur en cellulose des_échan- et_la_teneur_en protéines
tillons. totales des_échantillons.
\
Digestibilité (%) Digesti‘ilité (%)
70
M.V 70 1
- S vV
50 { 60 1 — '
= 1.270x + 16.494 + 4.218 50 Y = 4.186X+ 25.2454+4.303
R = 0.8300 ; P0.01 2";0 R = 0.8124 ; P<0.o1,
30
] 30
1 | 25 ({
/(IJL M y y v i
f ’ > 6 8 Teneur en
25 35 45 Cellulose 10 protéines

& MS) totales(9MS)
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I1 ressort de 1'expérience 2 que la digestibilité maxi-

mum s'observe pour Myrothecium verrucaria au pH 6 et & un taux
d'humidité 87 p.100.aprés 8 jours de culture. Néanmoins, il était interes-

sant ‘de connaftre le.comportement de M.V en dega et au deld de ce temps de
culture. Pour cela,. nous avons réalisé une cinétique de 16 jours.
L'humidité 87 p.100 et pH 5 a été choisie. Car & faible pH les

contaminations par des bactéries sont limitees.

A.- TENEUR EN MATIERE SECHE DES ECHANTILLONS ET DISPARITION

La teneur en matiére séche des échantillons aprés incu-
bation diminue avec le temps de culture. Elle passe de 12.9 p.100
aprés 2 jours de culture & 10.7 p.100 aprés 16 jours de culture
(nous avons précédemment donné 1'explication de cet enrichisse- !
ment en eau).Par ailleurs nous observons qu'aprés 8 jours de
culture nous enregistrons la méme valeur de 11.6 p.100 que pour

l1'expérience 2.

Par contre, les pertes en matiére séche augmentent surtout aprés
le 4e jour de culture. Elles passent de 7.5 & 11.1 p.100 au 8e jour
puis se stabilisentd partir du 12e jour de culture & 18.0 p-100
(Tableau 28).

Nous notons que la valeur de 11.1 p.100 est 2 fois plus

élevée que celle que nous avons observée pour le méme temps de

culture pour 1'expérience 2, sans que nous puissions toutefois

apporter- une explication.
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MS avant incubation: MS aprés incubation} Pertes en MS

l
]
[}
! (%) ! (%) %)
| + ] .
[} | | I r
i 0 jour { 11.97 | - | - !
: : 4 K Y f
! 2 jour : 13.24 ! 12.9 | 5.4 + 1.3 "
[} ! [ J 'L
| 4jour ! 12.38 117 1 7.5+ 1.6
; L ! i L
6 jour ! 12.79 112 110.1 + 1.94% |
! - L ' ) T
| 8 jour E 12.95 i 11.6 '111.1 + 1.5dé '
[} : { - L
| 10 jour i 12.37 ' 10.9 114.2 + 1.8F |
‘ L - ' !
12 jour ! 12.21 | 10.8 117.8 + 0.9% E
] L | ) +
| 14 jour i 13.23 | 10.2 118.4 + 0.58 !
{ - . +
i 16 jour { 12.49 ' 10.7 118.0 + 1.88 :
- L |

Danas uné\méme codonne, les vadleuns qui différent entnre
elles d'au moins 2 leitrnes sont significatives (Test de STUDENT ;
p = 0.05}.

B.- EVOLUTION DU pH ET DE L'APF EN FONCTION DU TEMPS DE CULTURE.

Pour un pH initial de 5, au temps 0 jour ,(c'est-a-dire
avant autoclavage des échantillons) la valeur s'établit & 5.9
aprés autoclavage probabkment, & la suite de libération d'ions
NHZ a partir du sulfate d'ammonium. Par ailleurs, la paille,mi-
lieu complexe,pourrait libérer des sels ou des minéraux alcalins.
A partir du 2e jour de culture (temps maximum de croissance)
nous observons une chute de pH allant de 1 & 2 points jusqu'au

6e jour de culture puis apparait une nouvelle augmentation
(Tableau 29).
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----------------------------------- pomm————— e
; Temps de culture { pH aprés incubation i APF (U.1) i
E Ojour ! 5.9 1 0.7 + 0.08a |
E 2 jour E 4.8 }I 1.68 + 0.22b i
| 4 jour | 4.7 | 1.12 + 0.14c |
E 6 jour i 4.9 E 1.06 + 0.08c E
| 8 jour | 5.3 | 1.04 + 0.22¢ |
i 10 jour. | 5.4 | 1.08 + O.1lc |
| 12 jour | 5.3 | 1.17 + 0.07¢ |
: 14 jour ! 5.2 | 1.28 + 0.24c |
i 16 jour i 5.7 E 1.28 + 0.23c E
| J ! !

Danas une méme codonne, les valeurns affectées de la

méme lettre ne aont pas significatives (Test de STUDENT, ; P = 0.05).

Cette diminution de pH que 1'on observe gcouramment
pendant la phase de croissance du microorganisme s'expliquerait
selon STENBERG (1976) non pas par une libération dans le milieu
d'acides organiques par le microorganisme mais par la consomma-
tion des ions NH4+ sous forme NH3 avec accumulation des ions HY.
De la diminution de la croissance qui limite le fonctionnement
de ce processus résulte aprés le 6e jourjune augmentation du pH
qui s'établit & 5.7 le 16e jour de culture.

Le pH n'apparait pas dans cette expérience comme un facteur li-
mitant de la croissance. En plus, la paille exerce un effet
tampon non négligeable. Il est vrai que le sulfate d'ammonium

en tant que source d'azote ne génére pas comme l'urée (RAIMBAULT
1981 . ANGOIBA, 1986) des pH élevés du milieu.
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Quant & 1'APF, elle est de 0.74 U.I au temps O jour,
cette présence de cellulases est liéde a l'apport de 1'inoculum
d'ensemmencement, 1'APF maximum est observée au 2e jour de cul-
ture (1.68 U.1), au 4e jour apﬁarait une diminution de 30 p.100
de 1'APF rpuis s'instaure un pallier jusqu'au 12e jour a partir
duquel nous observons une nouvelle augmentation(bien qu'elle ne
soit pas singificative)esIl est normal qua 1'APF maximum corres-
ponde le pH minimum du milieu c'est-a-dire au pic de croissance.
La valeur la plus élevée énregistrée au bout de 48h de culture

est observée par d'autres auteurs notamment ROUSSOS (1981).

C.- VARIATION DES COMPOSANTS DE LA PAROI DE LA PAILLE EN

La quantité de matiére séche solubilisée dans la so-
lution NDF passe de 26.4g au temps O jour & 34.3g au temps 16
jours soit une augmentation de 7.9 points, mais des le 2e jour,
43 % de cette augmentation sont déja réalisés Parallélement,
le résidu pariétal passe de 73.6 & 70.2g au temps O et 2 jours
respectivement, Ml atteint au 16e jour: de culture 65.7g
(Tableau 30). 1

‘ Cette diminution de NDF résulte. essentiellement de
la consommation de cellulose dont la teneur dans la biomasse
passe de 41.5 p.100 au temps O jour & 30.7 p.100 au lbejour: de-
culture. Les hémicelluloses diminuent également mais & moindre

degré (-3.2 points).

Quant aux lignines, leur feneur augmente de 1.2 point en fin de
culture. .

Lorsque ces 3 composants sont exprimés non plus par rapport a

la matiére séche de la biomasse mais par rapport & la paroi to-
tale, les courbes présentées par la figure 15 montrent que 1'in-
tensité de la dégradation des composants de NDF varie de fagon
différente. Ainsi les hémicelluloses se situent dans un rapport a
peu prés constant allant de 0.390 & 0.391.




Tableau 30 : Variation de_la composition paridtale de la paille
en_fonction du temps de culture.
Temps de Partition de 100g de MS en % de MS
culture Maltitéfle' s'éche N.D.F Cellulose | Himécelluloses Lignines
sSOoluDllilsec
0 jour 26.4 + 0.7 73.6 + 0.7° 41.5 + 0.6% | 28.8 + 0.6> 5.1+ 0.2%°
2e jour. 29.8 + 0.6° 70.2 + 0.6° 35.6 + 1.0P 27.9 + 1.42P 5.2 + 0.2°¢
L& jour 30.3 + 0.6° 69.7 + 0.6° 35.3 + 0.8P 27.1 + 1.9‘-le 5.7 + 0.3bc
68 jour 30.9 + 0.9° 69.1 + 0.9° 33.8 + 0.85 126.8 + 1.9°¢ | 6.0 + 0.8
8¢ jour 33.3 + 0.8° 66.7 + 0.8° 32.0 + 1.3% - 1 26.3 + 1.8°° 1 5.9 + 0.3%9
10¢ jour 33.3 + 1.2 66.7 + 1.2° 31.6 + 0.49  126.2 + 1.8°° | 6.0 + 0.5
12e jour . 33.9 + 1.4 66.1 + 1.4° 31.2 + 03¢ 1257 + 0.45¢ 16.3+ 01
l4e jour 34.2 + 0.7° 65.8 + 0.7° 31.2 + 0.3 1257 + 0450 1 6.3+ 0.1
16e jour 34.3 + 0.3° 65.7 + 0.3° 30.7 + 0.8%¢ 1256 + 0.8°¢ 1 6.3+ 0.1%

Dans une méme colonne, des valeurns qui différent entre-elles par au moins 2 lettnes

sont significatives (Test de STUDENT ;

P =0.05].

SL
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Lignines ’ O} Cellulose et hémicelluloses
(% NDF) D.6 (% NDI)

L

Lignines

0.09 P50 '
N\ Cellulose

) Hémicelluloses

0.07 P40 e

2 4L 6 8 10 12 14 16 Jours

Tandis que la cellulose est dégradée plus rapidement
que 1'NDF, les rapports variant entre 0.467 et 0.564 de O jour
de culture au 16e¢jour. Quant aux lignines,elles ne .sont pas uti-
lisées par le champignon; aussi,leur * représentation par rapport
a4 NDF passe de 0.069 & 0.096.
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D.- VARIATION DE LA TENEUR EN PROTEINES DES PAILLES TRAITEES

Le tableau 31 et 32, présentent différentes expressions
de 1'utilisation de 1'azote par l'organisme.
Aprés 2 jours de culture, la quantité de protéines synthétisée
par 100 g de MS de paille récoltée s'établit a 3.1 g, nous as-
sistons jusqu'au 4ejour & une progression sensible puisque la

valeur enregistrée est de 4.77g (Tableau 31).

| -+ 1
i Temps de | g. de protéines synt- E Protéines natives de ! Teneur en proteines :
} culture ! tétisées/100g de MS 1 la paille(l) g/lOOg: totales de la paille .
: : de paille traitée :de MS i traitée g/100g de Mﬂ
! T i 1 ;
l . | | ( o
! 0 jour ! - ! - ! - :
! T |
| 2e jour | 3.10 + 1.08% ? 3.7 : 6.8 + 1.08% E
{ < + -+ .
| de jour. | 4.k s 0.67° ! 3.7 | 8.14+ 0.67° ;
¥ 1 1 |
' >
| 6e jour | 4u77 + 0.89° i 3.7 | 8.47+ 0.89" !
: . H be H | b 3
i 8e jour | 4.52 + 0.26 ! 3.7 I 8.22+ 0.26 |
! 4 + + ;
{ 10e jour: 47T s 0.73° | 3.7 i 8.47r 0.73° !
. - L i
i
| 12e jour AE 4.92 + 0.68d E 3.7 E 8.86+ 0.68° |
{ + ~. T T 8
| lde jour | 4.98 « 1.074¢ ; 3.7 | 8.68+ 1.07° i
¢ T
{ 16e jour Ti 4.97 + 1.73" | 3.7 | 8.67+ 1.739 !
= i

(1) Protelne de da paille dosée par la méthode de
KIEDAHL.

Dans une méme colonne, ldes vadeurs qui différent entre-

elles pan 2 lettres sont significativesi{Test de STUDENT , P=0.05).

A partir du 6e jourt de culture la quantité de protéines
synthétisée n'est pas modifiée et s'établit autour de 5g/100g
de MS de paille récoltée.

‘—_




Tableau 32 : Utilisation de 1'azote par les organismes.
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l'azote par 1'organisme.

(Test de

STUDENT, P = 0.05).

W

o

c P4 ” ”’ ] 2 K3 ’

° Temps g. de proteines| Proteines ap- | Proteines net- % du sulfate | g. d'hémicel- ;g.de protéincs
- brutes synthé- portées par tes synthéti- d'ammonium luloses+ cel- synthétisées/g
b de tisées/100g de le mycélium sées g/100 de |!transformés lulose + suc- lde cellulose +
o MS de paille d'inoculation IMS paille res solubles Hémicelluloses
-~ Culture traitée g/100g de MS utilisés + éléments

5 paille solubles

- 0 jour - - - - - -

- -
o 2e jour. 3.10 + 1.08% 1.3 1.8 + 1.08% | 28.6 + 8.2% 1 8.8 + 1.4 0.20 + 0.16%
v

7]

- he jour: 4.44 + 0.67° 1.3 3.1 + 0.67° | 49.2 + 7.4° | 9.9 4+ 1.9° 0.32 + 0.08%%
%1 6e jour, 4.77 + 0.89°C 1.3 3.5 + 0.89° | 55.5 +13.45 |11.7 + 1.9° 0.30 + 0.09°
v 8e jour 4.52 + 0.26°C 1.3 3.2 + 0.26°C | 50.8 + 3.5° 112.0 + 1.8 0.27 + 0.03°
o ;

= 10e jour 4.77 + 0.73°C 1.3 3.5 + 0.73°¢ | 55.5 +12.7° {14.5 + 1.89 0.24 + 0.06%
e - z it = = =

o |

T . ll2e jour | 4.92 + 0.68° 1.3 3.6 + 0.68% | 57.1 +10.5° [15.4 + 0.4°¢ 0.23 + 0.06°
L)

. 14 jour- | 4.98 + 1.079° 1.3 3.7 + 1.079¢ | 58.7 s17.10 115.4 + 0.4%° 0.24 + 0.08%
d

ﬁ 16e jour- | 4.97 + 1.730 | 1.3 + 0.0 3.7+ 1.730 | 58.7 +28.7% ]16.0 + 0.8%¢ 0.23 + 0.12°9
".; -~

© Dans une méme codonne, des valeurs qui différent entre-elles par 2 lettrnes sont significatives.
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La synthése protéique atteint des valeurs appréciables
dés le 4e jour' de culture ol environ 50 p.100 de 1'azote miné-
ral sont transformés. Dans 1'expérience 2, pour le méme pH et
le méme taux d'humidité, 68 p.100 de transformation avaient été
obtenuesaprés 8 jours de culture. Par ailleurs, le substrat car-
boné est plus intensément utilisé dans 1'expérience 3 puisque
dés le 2e& jour: de culture 55 p.100 de la totalité du substrat

consommé durant toute la culture étaient déja réalisés.

Nous observons par ailleurs qu'a partir du 12e jour.
de culture, la source de carbone n'est pas dégradée ; de méme, la
synthése de protélnes recte invariable. A ce stade de la culture,
des lyses de mycélium doivent probablement se produire. La lyse
mycélienne expliquerait alors la présence dans le milieu d'une
forte APF peu efficace sur la cellulose résiduelle des pailles-
(Figure 16) 4 cause probablement d'une indisponibilité de celle- '
ci suite & la présence de la "lignine barriére", nos échantil- |

lons n'ayant pas été prétraités.

-—— - - — - —— - —— ———— ——— ——— R = —— ——— — - ———— — - —_————— —— ————
i - ——— - —— —— ———— — . ———— — — ——— ———— — - ——— > =B = ———

Protéines
totales (% M.S)

APF (U1 q - RV
1.5 A1 )
Proteines
B "—4 APF
H35
(=2
o.si sfao —Cellulose

2 4 6 8 10 12 14 16 JOurs
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La quantité de proteines synthétisée" par g de subs-
trat consommé varie entre 0.20g (2e jour. de culture) et 0.32g
(4e jour de culture) puis nous assistons & une diminution pro-
greésive qui se stabilise au 10e jour: de culture a environ
0.23g. Le plus fort rendement obtenu au lée jour de culture
(qui correspond au pic de croissance) est conforme aux résultats
de la littérature. En effet, durant la phase de croissance ex-
ponentielle, de 1'organisme, la teneur en protéines du mycélium
est plus élevée (RAIMBAULT, 1981).

Il est intéressant par ailleurs de noter qu'entre le
4e jour' et le Bejour: de culture, la quantité de protéines syn=
tétisée reste inchangée. Ce qui laisse supposer pour 1'expé-
rience n° 2 que les résultats enregistrés au 8e jour. de cul-

ture étaient déja atteintsdés le 4e jour: de culture.

E.- EVOLUTION DE LA DIGESTIBILITE EN FONCTION DU TEMPS

T . - - ——— . —— ——— ————— ——— ———— ——————— — — — —— - ——— ——— " ——

- e — - —— -

Comparativement au témoin, paille autoclavée dont la
digestibilité s'établit & 59.5 p.100 nous observons une augmen-
tation de 5.1 points au temps O jour c'est-a-dire pour l'échan-
tillon ensemmencé avec 1.6g environ de protéineSmycélienne;mais
non incubé. Au 2e jour la digestibilité progresse jusqu'a 67.1
p.100. La progression de la digestibilité entre la paille autoc-
lavée témoin et la paille a8 O jour est plus forte qu'entre 0 jour
et le 2e jour: de culture (Tableau 33).
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e |
! Temps de culture ! Digestibilités (% MS) !
S A ;
| { a |
! 0 jour : 64.6 + 1.7 I
e e e e :
i 2 : 67.1 + 1.2° :
e jour 1+

R — e — |

[
| e jour ! 63.4 + 3.2° !
oo P i
| 6e jour | 61.2 + 2 9¢ I
[FrrTTTT T T T |
| 8e jour | 60.6 + 2.0 :
o oot :
| 10e jour ! 60.1 + 2.2° !
oo R :
E 12e jour E 59.0 + O 8¢ g
_______________________________________________ [
! l4e jour g 60.0 + 4 8¢ E
et it 1
l \ 16e jour IL 59.3 + 0.9¢ |

Dans une méme codonne, des vadeurns qui différent
entre-eddes d'au moins une letine sont significativean

(Test de STUDENT ; P = 0.05).

Dans 1'expérience 3, nous avons obtenu au 2e jour
. . . . » »
de culture une digestibilité et une teneur en proteines élevées.
Dans cette nouvelle expérience, nous voulions encore préciser

le facteur temps.
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En outre 2 nouveaux paramétres sont introduits.

- 2 doses d'azote pour tenter d'augmenter la

7o » :
teneur en proteines des échantillons.

- Ventilation du milieu.

A.- TAUX ET_PERTES DE_MS_APRES_INCUBATION.
Rappelons que le taux de MS de départ et de 1l'ordre

de 20 p.100.

Les résultats consignés dans le tableau 34, montrent que la ma-

tiére séche aprés incubation évolué par rapport a ce taux

- Echantillon 6 p.100 d'azote : Quelque soit le
temps de culture (36 & 72h) la MS reste stable ; autour de 17.5
p-100. La diminution par rapport & la MS de départ est donc de
2.5 points.

- Echantillon 10 p.100 d'azote : La teneur en MS
diminue moins. au temps de 36 & 48h mais retrouve les valeurs
de 1'échantillon' 6 p.100 & 60 et 72h de culture.

- Echantillon 14 p.100 d'azote : La diminution
de la MS est beaucoup plus faible que pour les 2 échantillons
précédents ; elle s'établit en moyenne & environ 1.4 point.
Quant aux pertes en MS, elles augmentent logiquement avec le
temps de culture pour les 3 doses d'azote : mais, elles sont re-
lativement plus importantes pour 1'échantillon 6 p.100 et 1'é-
chantillon 10 p.100 d'azote que pour 1l'échantillon 14 p.100 d'a-
zote (respectivement 7.65 ; 7.18 et 6.16 p.100).

Globalement, les pertes en matiére séche sont du méme ordre de

grandeur que celles obtenues dans 1'expérience 3.




Tableau_gé_ :

Taux_et pertes_de MS_aprés_incubation.

Taux de MS aprés incubation Pertes MS (%)
6.3 % d'azote | 10.2% d'azote ! 14.1% d'azote 6.3% d'azote 110.2% d'azote! 14.1% d'azote
36 heures | 17.62 + 1.40% {19.12 + 1.66% |18.97 + 1.40° | 3.96 + 0.21%° 3.78 + 2.50°C } 3.37 + 0.25¢
48 heures | 17.42 + 0.27°P{18.06 + 2.02°¢]18.90 + 1.03°% | 5.21 + 0.03°® 15.93 + 0.99°¢ | 3.73 + 0116
60 heures | 17.59 + 0.65%P117.28 + 0.87°¢}18.22 + 0.53°d | 5.75 + 1.23%P 6.15 + 0.32%{ 4.92 + 1.69%¢
ab - be de | . ab cd ef
72 heures | 17.82 + 0.25%P117.70, 0.45%¢118.36 + 0.11 7.65 + 0.02%P17.18 + 0.00°% 1 6.16 + 0.05

T D A

Sun une méme ligne, les valeurns affec-

tées d'au moins 3 lettres différentes
gont aignificatives (Test STUDENT ; P=0.05).

Surn une méme ligne, les valeurs affectées

d'au moins 3 lettrnes agont asignificatives
(Test de SIUKNT ; P = 0.05].

£g
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B.- UTILISATION PAR LE CHAMPIGNON DE L 'AZOTE APPORTE.

Aprés 36h de culture, la quantité de proteines synt-
hétisée s'établit & 2.3g pour les 3 doses d'azote. Elle progres-
se jusqu'a 72h pour les doses de 10 et 14 p.100, mais pour la
dose de 6 p.100 la quantité de protéines synthétisée pour les
temps 60 et 72h est identique (Tableau 35).

Par ailleurs ; "la plus forte progression s'ob-
serve entre 48h et 60h (respectivement 0.8 et 0.8g) pour les
doses 6 et 10 p.100 d'azote,

Tandis que pour la dose 14 p.100, la méme augmentation s'observe
entre 60 et 72h.

La teneur en protéines totales des échantillons est
comparable pour les trois doses d'azote elle se situe entre 6
et 7.7g valeur moyenne p.us faible que dans les deux expériences
précédentes.

\

Le rendement de transformation de 1'azote minéral ap-
porté sous.forme de sulfate d'ammonium en proteéines est d'autant !
plus faible que la dose d'azote est élevée ; ainsi, elle varie ‘
de 14 & 26 p.100 pour la dose de 6 p.100 d'azote de 13 & 22 p.100
pour la dose de 10 p.100 et de 9 a4 16 p.100 pour la dose de 14
p.100 d'azote. Les différences de synthése de protéines pour les
trois doses et pour les différents temps ne sont pas suffisam-
ment importantes pour imprimer en hausse les rendements respec-
tifs pour les doses 10 et 14 p.100 d'azote.

) Le tableau 36, présente les quantités de l'ensemble
cellulose + hémicelluloses+ sucres solubles dégradés pour cha-
que temps de culture et pour chaque dose d'azote ainsi que la
quantité de proteines synthétisée 1lorsque lg de cellulose +
hémicelluloses+ sucres solubles a été utilisé (les calculs ont

été effectués & partir des résultats de 1'annexe 1).
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L_Igilisation de 1'azote par_les microorganismes.
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I1 appara?t que la dégradation de la source de carbone

fort logiquement augmente avec le temps de culture ; elle passe
de 6.5 ; 6.91 et 4 8.81g au temps 36h & 11.22 ; 11.59 et 11.98g
au temps 72 heures respectivement pour les doses 6 ; 10 et 14

p-100 d'azote. Les doses d'azote élevées occasionnent donc des
dégradations plus intensesde la source de carbone.

En prenant en compte la quantité de proteines synthétisée , il
est possible de calculer un rendement qui apparait dans le tab-
leau 36.

Les résultats du tableau 37 montrent que le CO2 rejeté
au temps 12 et 24h est insignifiant. C'est 4 36h de culture que
le CO2 atteint son maximum aussi bien pour la teneur de 6 p.100
que pour celle de 10 et 14 p.100 d'azote (respectivement 2.42 ;
2.11 et 2.28g/100g de biomasse récoltés ). Puis pour chaque pé-
riode de 12h, la respiration diminue pour atteindre une valeur
de CO, rejeté de 1'ordre de lg entre 60 et 72h.

Tableau 37 : CO, (g) rejeté par 100g de MS de biomasse

[ Temps 0c | §3x e mA.T| 10.2 % de MAT 141 % de MAT
: Culture : L] (] . e : ] (] 3 3 : . (] . :
| 12 heures !_ 10.005 1, 0.007 !_ 0.005 _!
——————————————————————————— 1———-—-———————————r————-——————-—————.
! 24 heures { 0.03 : 0.04 : 0.01 -1
---------- S S - B
{ 36 heures | 2.42 + 0.25%P 1 2.11 4+ 0.04°% | 2.28 4+ 013 1
fmmm—m—————— Fe—————cme———— S-ﬂ----------"‘Ea-‘r—--‘--:-----—?—-ﬂ
| 48 heures : 1.57 0.26% : 1.34 + 0.03 i 1.76 + 0.11°€ !
e TS T T -
t 60 heures 1 1.33 + 0 27ab t  0.99 0.06 1 1.26 + ef 1
| . L NP Lo ooz.0.13° |
| i k be | 5
'_72_heures_ ! _1.07_+_0.31%% 1 _0.89_ % 0.00°° 1 1.02_+ 0.13P

Sun une méme Ligne. , des valeuns affectées d'au
moing 3 dettres sont significatives.(est de STUDENT
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D. - EVOLUTION DE LA DIGESTIBILITE "IN SACCO" DES ECHANTILLONS

La digestibilité de la matiére séche des différents
échantillons mesurée dans des sachets en nylon est représentée

dans le tableau 38.

Digestibilités (%)

—_————

Temps de culture

{ ]
= !
| 1
! |
{ i T i
’ | | : .
! | 6.3 % MA.T | 10.2 % M.A.T ! 14.1 % M.A.T '
| . 1 ! H
i H b i bd | be !
: 36 heures ! 59.9 + 1.8%° 57.9 + 1.7 i 58.8 +1.8 H
| 1 :L T i: ) :
| 48 heures 159.0 + 1.7° 1 58.9 4 1.2° | 59.3+1.3° |
! + . T T b T
! 60 heures 159.0 + 1.6°° | 60.0 + 2.0°0 ] 58.8 + 1.4 ;
| N — <+ +
i 72 heures 5‘58.0 + 1.2° | 61.9 + 1.5°9 1: 60.1 + 1.9 !
- | - L
1= p; T N
{ Paille temoin | ab |
E autoclavée i 58.8 + 0.9 E
[} 1 'y

* Sur une méme ligne, ldes valeuns affectées d'au moins
3 dettnes différentes sont significatives (Test de STUDENT ; P = 0.05).

* Dans une méme colonne, des valeuns aﬁﬂectéeA_g’au moinas
3 dettres diffénentes parn napport au témoin gont significatives (Test de
STUDENT ; P = 0.05).

D'une fagon générale, les valeurs obtenues sont peu
différentes de la paille témoin autoclavée & 1'exception tou-
tefois de 1'échantillon 72h de la dose 10 p.100 d'azote qui pré-
sente une digestibilité de 62 p.100. Cette valeur reste néanmoins
plus faible que la valeur la plus élevée obtenue dans 1'expérience

3 (67 p.100).



DISCUSSION

A.~ TENEUR EN PROTEINES DES PAILLES.
B.-'DIGESTIBILITE.

C.- PERTES EN MATIERE SECHE.
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-00000- D _1 SCUSSI1ION ~00000-

Les objectifs qus nous assignons a un tel procédé de
valorisation des pailles dans l'alimentation du ruminant sont

de deux ordres :

1.- Augmenter la digestibilité des pailles traitées
dans les mémes proportions que celles enregistrées pour un trai-

tement classique & 1'ammoniac (environ 10 points).

2.~ Augmenter la teneur en protéines du substrat de
maniére & diminuer ou A& supprimer la part du concentré dans la
ration. Ce dernier aspect est particuliérement important pour
les pays dont le rapport S.A.U. est faible et qui doivent

nombre d‘’habitants

tout de méme maintenir ou promouvoir 1'élevage du ruminant:..

Nous insisterons sur deux paramétres qui nous semblent importants
dans le cadre de la valorisation par ce procédé des pailles dans
1'alimentation du ruminant : La teneur en protéines des pailles
traitées et le hiveau de leur digestibilité. Les pertes en ma-

tiere séche feront l1'objet de quelques remarques.

A.- TENEUR EN PROTEINES DES PAILLES TRAITEES.

De facon rationnelle, la valorisation des pail}es trai-
tées par ce procédé n'est intéressante que dans la mesure ou
la synthése de protéinesest supérieurea celle observée chez
l'animal ingérant la méme paille préparée dans les mémes condi-
tions. En effet, nous savons que le ruminant grdce aux micro-
organismes qui vivent dans sa panse est un valorisateur des
fourrages pauvres en synthétisant des protéines de bonne quali-
té & partir d'une source d'azote simple et d'énergie qui dans
les conditians classiques d'alimentation dans les pays chauds

“est apportée essentiellement par les parois végétales.
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Les nombreuses études consacrées & cet aspect de la nu-
trition du ruminant montrent que les quantités de protéines synt-
hétisée dans le rumen, lorsque les rations sont constituées de
fourrages pauvres varient entre 8 et 13g par 100g de matiére
organique digestible (Revue de DEMEYER et VAN NEVEL, 1986). Les
calculs effectués a partir desrésultats de CORDESSE et TABA TABAI

(1981) pour une paille traitée & 1'ammoniac, la situe & 15g.

En prenant comme rendement moyen de synthése dans le
rumen, 10g de protéines microbiennes par 100g de MOD (pour la
paille, la MOD est constituée essentiellement de : cellulose,
hémicelluloses, éléments solubles dont traces de protéines).

Nous observons que les deux souches de moisissures que nous avons
testées transforment les fractions cellulose ; hémicelluloses +
éléments solubles (en fait MOD) avec un rendement moyen en pro-
téines mycéliennes de 14 et 38 p.100 respectivement pour la souche
Trichoderma et Myrothecium dans 1'expérience 2 (Tableau 26). Cette
meilleure synthése de Myrothecium résulte probablement d'une pré-
férence de ce champignon pour le sulfate d'ammonium comme source
d'azote. En effet, de nombreux auteurs (STARON, 1984 ; GRANGAUD,
1990) ont soulignés 1'importance de la nature de la source azotée

sur la croissance des microorganismes.

Les valeurs de 14 et 38 p.100 de rendement enregistré
respectivement pour Trichoderma et pour Myrothecium sont 3 a4 7,5
fois plus élevées que celles de 10g de protéines calculées pour un

ruminant consommant 100g de MOD.

L'expérience n® 3 nous permet d'observer qu'un rendement
dépassant 30 p.100 est atteint avec Myrothecium dés le 4eme jour
de culture. Sur cette base, il ne semble pas utile de conduire

la culture au-deld de ce temps & 1'issue duquel la teneur en pro-

téines de la biomasse atteint 8 p.100.

Il existe dans la littérature, trés peu d'exemples de rendement

de bioconversion de la paille en milieu semi-solide.
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Cependant, ICONOMOU (1982) indique pour la pulpe de betterave ;
les marcs de raisin et pour la paille de blé des rendements mo-
yens respectifs de 36 p.100 (27 & 46 p.100) ; 28 p.100 (25 & 32
p.100) et de 29 p.100 (24 & 34 p.100), cette derniére valeur
intéresse notre substrat, elle est de 2.1 fois plus élevée que
celle obtenue pour Trichoderma mais inférieure de 26 p.100 pour

Myrothécium. Sur cette base, nos résultats sont acceptables

bien que nos échantillons n'avaient pas subi de prétraitement
chimique pour rendre plus disponible 1'ensemble cellulose + hé-
micelluloses.Dans cet ordre d'idée, les résultats de 1'expérien-
ce 4 bien que plus faibles, montrent que sans prétraitement, il
est inutile de dépasser la dose de 6 p.100 de matiéresazotées.
Cette derniére correspondrait & peu prés & la possibilité de
synthése permise par le niveau de disponibilité de la source
énergétique. Cela explique qu'en moyenne, l'utilisation de 1'a-
zote du sulfate d'ammonium et la dégradation de la cellulose
n'ont pas dépassé respectivement 60 et 26 p.100, alors que
ICONOMOU (1982) indique des niveaux d'utilisation de la cel-
lulose variant entre 30 et 85 p.100 sur paille prétraitée a la
soude servant de substrat a Trichoderma album.

Outre ICONOMOU précédemment cité, FAN ; LEE et BEARDMORE (1980);
BULEON et BERTRAND (1982) ; GHARPURAY, LEE et FAN'(1983) obser-

vent une nette amélioration de la cellulolyse lorsque le subs-

trat est préalablement traité notamment & la soude.

La synthése de proteines mycéliennes se fait essentiellement par
consommation de cellulose ; trés peu d'hémicelluloses sont dégra-
dées,Ainsi dans 1'expérience 3, aprés 2 jours de culture, 87
P.100 du substrat dégradé. sont représentés par la cellulose ;
ce. pourcentage est encore élevé (77 p.100) en fin de culture.

L'activité hémicellulasique serait donc relativement faible.

Dans une étude antérieure, de HAN et ANDERSON (1975),
aprés 7 jours de culture, les hémicelluloses avaient été plus ,
intensément dégradés (89.2 p.100) ; mais, il est vrai que la
paille avait subi un prétraitehent 4 l'acide sulfurique. Les
acides sont en effet connus comme agent de solubilisation des
hémicelluloses (JARRIGE, 1961 ; SALO, 1965 ; VAN-SOEST, 1963).
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Il ne semble donc pas possible sans prétraitement de por-
ter 1'enrichissement du substrat a un niveau supérieur a3 8 -9p.100.
Notons cependant que la quantité d'inoculum apportée par rapport
a la matiére séche incubée (entre 1.1 et 1.4 p.100) pourrait ne
pas &tre suffisante, ICONOMOU (1982) avait utilisé des doses de
mycélium de 1'ordre de 5 &4 6 p.100.

B.- DIGESTIBILITE.

Le traitement a amélioré la digestibilité des échantil-
lons. Dans 1'expérience 2, les meilleurs résultats sont obtenus
avec Myrothecium (+ 8 points) alors que pour Trichoderma, la
digestibilité de la matiére séche a diminué. de 5 points. La
disparition de la matiére séche, ayant été mesurée in vivo
dans des sachets en nylon suspendu directement dans le rumen
c'est-d-dire, dans des conditions de forte dillution du subs-
trat,il n'est pas possible d'évoquer ici 1 'hypothése de sécré-

tion de toxine par Trichoderma.

I1 semble que la forte dégradation de la cellulose
(source d'énergie dans le rumen) ayant entrainé une augmenta-
tion paralléle de la teneur des échantillons en ligninessoit
la principale explication. En effet, nous observons dans 1'ex-
périence 2 une corrélation significative avec la digestibilité
R =0,73 ; 0,81 et -0,74 respectivement pour la teneur en cel-
lulose ; la teneur en protéines et la teneur en ligninesdes
échantillons traités,
I1 semble donc nécessaire pour obtenir une digestibilité ma-~
ximum, de limiter la dégradation de la cellulose par la souche
de champignon pour éviter un trop fort accroissement de la te-

neur en ligninesde la paille traitée.

En premiére analyse, l'utilisation d'organismes - .
ligninolytiques _ semblerait plus appropriée (AGOSIN, 1985 ; !
DEMEYER et VERVAEKE, 1985). '
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Mais, si dans ce cas, la cellulose est quasi épargnée, condui-
sant & des digestibilité de 1'ordre de 65 & 70 p.100, les
temps de culture sont trés longs (60 & 120 jours); en outre,la teneur de

la biomasse en proteines n'est pas modifiée (ZADRAZIL et BRUNNERT,
1982)(Voir tableau 8).

La délignification biologique épargnant 1'essentiel de
la cellulose est pratiquée de fagon naturelle & 1'image des
“"Palo Podrido" (bois pourris qui servent d'aliment aux bovins

et aux chevaux au CHILI) czontaminés par Ganoderma applanatum.

Sur 30 échantillons de "Palo Podrido" (& des degrés de décom-
position différente) examinés par ZADRAZIL, GRINBERG et GONZALEZ
(1982), la teneur en ligninesa varié entre 32 et 1 p.100 et la
digestibilité in vitro entre 2 et 78 p.100. Quant a la teneur

en matiéres azotées totales, elle est trés faible (entre 0.5 et
3 p.100). En effet, le systéme ligninolytique est réprimé en
présence d'azote (DEMEYER et VERVAEKE, 1983).

En revanche, comme le montrent nos résultats et ceux
d'autres auteurs (HAN et ANDERSON, 1975 ; '1CONOMOU, 1982 ; NOJAC,
1984 ; MILSTEN ¥t al, 1986 ; PUPPOS et SETTINERI, 1987 ; GRAJEK,
1988 ; YADAV, 1988), les champignons cellulolytiques enrichis-
sent effectivement les substrats ligno-cellulosiques en protei-
nes en un temps de culture trés court (3 & 8 jours) mais une
activité cellulolytique trop forte peut entrainer une diminution
de digestibilité de la paille traitée. Dans cet ordre d'idée,

nos résultats sont assez révélateurs

Les échantillons Trichoderma qui générent une activité papier
filtre 5 fois plus élevés que Myrothecium (Tableau 22) présen-
tent une digestibilité inférieure de 5 points a celle du témoin.
Outre la teneur en cellulose, la teneur en proteines a un effet
positif sur la digestibilité (figures 13 et 14), cette teneur
peut-&tre améliorée puisque ICONOMOU (1982) ainsi que NOJAC
(1984) rapportent des niveaux d'enrichissement de 26 p.100 pour

la paille et de 20 p.100 pour la pulpe de betterave.
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Nous avons dans 1'expérience 4, en augmentant la dose d'azote
jusqu'a 14 p.100, espéré améliorer le taux protéique des échan-
tillons mais nos résultats ne sont pas concluants. Nous avons
en effet enregistré une baisse de synthése de protéines de

-12 p.100 par rapport aux expériences 2 et 3 malgré un apport

suppl émentaire d'oxygéne.
Plusieurs hypothéses peuvent-&tre avancées :

* Compte tenu de la lourdeur du dispositif de trai-
tement employé (Schéma 4) et les nombreuses manipulations qu'il
nécessitait, il n'est pas certain que les contaminations soient

évitées.

* L'expérience 2 nous a permis de constater que
Myrothecium se développe mieux en milieu de forte humidité no-
tamment & 1'humidité 87 p.100. Or;pour des raisons de tassement
trop prononcé de la paille dans les colonnes réactionﬁelles,
nous avons dd opter pour le taux d'humidité 80 p.100 sans pour
autant régler complétement le probléme compte tenu de la taille
des particules‘de paille. A la fin de la culture, la teneur en
eau de la biomasse était de 1'ordre de 82. p.100 contre 89 p.100

pour les meilleurs résultats obtenus dans 1'expérience 2.

Notons que la ventilation n'a pas refroidi le milieu de culture

puisque la température a varié entre 27.4 et 28.6°C.

* Le tassement du substrat n'a donc pas permis un
transfert correcte de 1'oxygéne, le passage de 1'air le long
des paroisde la colonne a dd &tre privilégié ; la croissance y

était en effet plus pronconcée.

C.- PERTES EN MATIERE SECHE.

Il n'existe pas de références nutritionnelles permettant
1'analyse rationnelle des pertes en matiére séche ; elles sont |
génantes (car elles résultent d'une consommation de cellulose
source d'énergie pour le ruminant et occasionnent une augmenta-

tion de la teneur en ligninesdu produit traité) mais inéluctables.
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Danis'les conditions de culture ne dépassant pas

4 jours les pertes brutes mesurées par pesée avant et aprés
culture sont de 1l'ordre de 7 &4 9 p.100. Mais, en considérant le
poids du mycélium formé et la quantité de sels minéraux appor-
tées les pertes en cellulose + hémicellulosesvarient entre 10 et
15 p.100. Néanmoins, ces pertes exprimées en poids n'’ont pas
une grande signification : 1le mycélium apportant dans la masse,
des protéines, des lipides et des vitamines, seul un bilan nu-
tritionnel in vivo est succeptible de permettre d'apprécier les

pertes ; mais, nous ne disposons pas d'informations sur le com-

portement in vivo de tels aliments.



- CONCLUSION
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~00000~- CONCLUSION GENERALE -00000-

Dans le monde, les terres cultivables régressent alors
que le nombre d'habitants ne fait qu'augmenter. Pour certains
pays, produire sur le méme hectare, la méme année 1l'alimentation

de 1'homme et le fourrage destiné au ruminant est une nécessité,

L'enrichissement des résidus de récoltes en protéines
est une voie originale et prometteuse ; le champignon filamen-
teux qui se développe trés bien en milieu semi-solide en est

l'acteur principal.

Pour mener & bien un tel travail, la possession de sou-
ches de champignons performantes et un savoir faire sans cesse

conforter sont indispensables.

Nous avons isolé, purifié et criblé wune trentaine de souches ;
deux d'entre-elles ; Trichoderma viride et Myrothecium verrucaria
connues pour leur activité cellulolytique ont fait 1'objet d'é-
tude plus poussée, nous avons abondonné Trichoderma qui se carac-
térise par une %rop forte activité cellulolytique, un rendement
faible en proteines et génére une chute de digestibilité de la

paille traitée.

En revanche, Myrothecium a permis de porter la teneur
en protéines de la paille de 3.7 & 9 p.100 et d'augmenter la
digestibilité de 8.5 points ; premiersrésultats somme toute cor-

rects.

Néanmoins, ce premier travail qui n'est pas une fin en
soi nous a davantage révéler les pistes a suivre pour aboutir

4 une paille enrichie, plus digestible.
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Les principales sont :

* Supprimer la stérilisation en intervenant avec des

souches qui se développent & des pH de l'ordre de 3 - 4;

* Prétraiter la paille (non finement broyée pour évi-
ter le tassement dans le fermenteur) pour augmenter le degré
de disponibilité de la cellulose et des hémicelluloses et faire

~ 4 :
progresser du méme coup, la teneur en proteines de la biomasse;

* Etudier des doses variables de mycélium d'inoculation;

* Rechercher les meilleures sources azotées apportées
seules ou en combinaison. L'inocuité du champignon pour l'animal
et pour l'homme 4 travers 1'animal représente en outre, un aspect

important;

* A plus long terme, associer dans la méme culture
deux types de champignons : ceux qui dégradent sélectivement les
lignines (facteur de diminution de la digestibilité) et ceux qui

enrichissent effectivement le produit final en protéines.

\
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