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Résumé 

 

      Le plan de travail a porté sur la production de la laccase par Pleurotus ostreatus, un 

champignon comestible, en utilisant trois substrats phénoliques : le son de blé, les déchets de 

grenade et la caroube. La réactivation de la souche en question a confirmé les caractères 

culturaux spécifiques à cette espèce fongique. Par ailleurs, le test de production de laccase sur 

milieu solide (Agar blanc), a montré que P. ostreatus est capable de produire cette enzyme, où 

le résultat a été exprimé sous forme d’un halo. La fermentation solide a révélé que le son de blé 

était le meilleur substrat pour la production de la laccase, avec une activité laccasique maximale 

de 0.462 U/ml atteint le cinquième jour de fermentation, par rapport aux déchets de grenade (le 

maximum de production est 0.349U/ml) et à la caroube (0.062U/ml). Les résultats de 

décoloration sont positifs et en relation avec ceux de fermentation, où l'enzyme était capable de 

dévaloriser le colorant "rouge neutre" par la réduction de sa couleur surtout pour le son de blé 

avec les concentrations 0.3% et 0.4%, confirmant la capacité de dégradation de la laccase.  

 

Mots clé : Laccase, Pleurotus ostreatus, son de blé, déchets de grenade, caroube, 

fermentation solide.  



 

Abstract 

 

      The work plan focused on the production of laccase by Pleurotus ostreatus, an edible 

mushroom, using three phenolic substrates: wheat bran, pomegranate waste and carob. The 

reactivation of the strain in question confirmed the cultural characteristics specific to this fungal 

species. Moreover, the test of laccase production on solid medium (Agar white), showed that 

P. ostreatus is able to produce this enzyme, where the result was expressed as a halo. Solid-

state fermentation revealed that wheat bran was the best substrate for laccase production, with 

a maximum laccasic activity of 0.462 U/ml reaches the fifth day of fermentation, compared to 

pomegranate waste (the maximum production is 0.349U/ml) and carob (0.062U/ml). The 

discoloration results are positive and in relation to those of fermentation, where the enzyme was 

able to devalue the dye "neutral red" by reducing its color especially for wheat bran with 

concentrations 0.3% and 0.4%, confirming the degradation capacity of the laccase.  

 

Keywords: Laccase, Pleurotus ostreatus, wheat bran, pomegranate waste, carob, solid-state 

fermentation. 

  



 

 الملخص

 

، وهو فطر صالح للأكل، ostreatus Pleurotusالمحاري  فطرالركزت خطة العمل على إنتاج اللاكاز بواسطة       

لزراعية ا لسلالة المعنية الخصائصالرمان والخروب. أكدت إعادة تنشيط ا بقاياائز فينولية: نخالة القمح وباستخدام ثلاث رك

       .Pلهذا النوع الفطري. بالإضافة إلى ذلك، أظهر اختبار إنتاج اللاكاز على وسط صلب )أجار أبيض( أنالمحددة 

ostreatus  لب ص ت عملية التخمير في وسط. وكشفحيز التعبير عن النتيجة على شكل قادر على إنتاج هذا الإنزيم، وتم

خامس وحدة/مل في اليوم ال 2.4.0بلغ الحد الأقصى لنشاط اللاكاز أن نخالة القمح كانت أفضل ركيزة لإنتاج اللاكاز، حيث 

وحدة/مل(. كانت نتائج إزالة التلوين  2.2.0وحدة/مل( والخروب ) 2.340الرمان )أقصى إنتاج  قايامن التخمير، مقارنةً ب

لونها  عن طريق تقليل إيجابية ومرتبطة بنتائج التخمير، حيث تمكن الإنزيم من خفض قيمة الصبغة "الحمراء المحايدة"

 .لي، مما يؤكد قدرة اللاكاز على التحل%2.4و %2.3خاصة بالنسبة لنخالة القمح بتركيزات 

التخمير في وسط   ,الخروب ,بقايا الرمان ,خالة القمحن, Pleurotus ostreatus ,لاكازال المفتاحية:الكلمات  

   صلب.
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  Introduction 

  

     Dans le monde, les champignons constituent un règne à part "le règne fongique", qui 

renferme plus de deux millions d'espèces de mycètes différentes. Comme Il existe des mycètes 

microscopiques (levures et moisissures) qui  peuvent être bénéfiques pour l'être humain ou 

nuisibles pour sa santé et provoquent des maladies ; On trouve aussi environ 50 000 mycètes 

macroscopiques appelés également "champignons supérieurs". Ils sont des organismes non 

chlorophylliens hétérotrophes comestibles ou toxiques (Lambrey, 2010). 

      De nombreux champignons comestibles tels que le shiitake (Lentinula edodes), le 

champignon de Paris (Agaricus bisporus), le champignon noir ou champignon à oreilles de bois 

(Auricularia auricula et Auricularia polytricha) et le pleurote (Pleurotus spp.) sont 

couramment cultivés à travers le monde pour leurs divers intérêts (Lal Dhar, 2017). 

      Le genre Pleurotus est un basidiomycète comprend environ 40 espèces différentes 

communément appelées " Pleurote en huître ". Parmi les espèces du genre Pleurotus les assez 

facilement cultivable : Pleurotus  ostreatus. Ce champignon est couramment consommé partout 

dans le monde en raison de sa saveur, de son goût, de ses valeurs nutritionnelles élevées et ses 

propriétés médicales (Deepalakshmi et Mirunalini, 2014).  

      D’autre part, les champignons de ce genre ont fait l'objet d'une attention particulière en 

raison de leur capacité à minéraliser la lignine en sécrétant des enzymes oxydatives, telles que 

la peroxydase et la laccase (Elsayed et al., 2012). 

      La laccase appartient au groupe d’enzyme polyphénol oxydases caractérisés par la présence 

de plusieurs cuivres.  Cette macromolécule réduit l'oxygène en eau et oxyde les substrats 

(diphénols,monophénols méthoxy-substitués, aromatiques et amines aliphatiques) en radicaux 

libres (Pundir et al., 2016). 

      La laccase possède plusieurs applications industrielles, notamment la biopulpage, la 

détoxification des polluants environnementaux, la teinture textile ou blanchiment des taches et 

autres (Patrick et al., 2009 ; Elsayed et al., 2012). 

      De ce fait, l'objectif de notre étude visait à produire l'enzyme Laccase à partir d'un 

champignon comestible "Pleurotus ostreatus", par méthode de fermentation solide  "SSF ", en 

utilisant quelques substrats phénoliques.  
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    Le présent manuscrit, est divisé en trois parties :  

 Une synthèse bibliographique  portant sur les importantes informations concernant le 

champignon en question  Pleurotus ostreatus et ses intérêts ; ainsi que des 

éclaircissements sur l'enzyme laccase, ses propriétés, ses applications et le mode 

d’obtention. 

 Le deuxième volet du manuscrit englobe tous ce qui est expérimentale : en allant de la 

réactivation de la souche passant par les différents tests de production et fermentation 

jusqu’au dosage de l’activité laccasique. 

 La dernière partie est consacrée à l’analyse des résultats, leurs interprétations et 

comparaison avec les études antérieures. 



 

 

 

 

 

 

 

 

  
 

 

                  

 

                                                  Synthèse            

          Bibliographique 
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 Synthèse Bibliographique 

1. Le Champignon Pleurotus ostreatus  

1.1. Les champignons comestibles  

      Le vaste monde des champignons est peuplé de plusieurs genres et espèces de diverses 

formes et couleurs. Parmi eux, des champignons comestibles qui pourront être cuisinés et 

dégustés par l’homme sans faire des problèmes à la santé, contrairement aux champignons 

toxiques qui pourront provoquer de violentes réactions s’ils sont ingérés, et pouvant même 

parfois entrainer la mort.    

      Dans le monde environ 150 espèces de champignons sont comestibles, dont la trentaine 

d’espèces étant excellents comestibles, comme : le champignon de Paris, le Shiitake et le 

Pleurote (Demers, 2015) (Figure 1). 

      Le Pleurote est considéré comme le troisième champignon le plus cultivé au monde et 

comprend une quarantaine d’espèces présentant une saveur très parfumée, douce rappelant le 

sous-bois (Tremblais, 2017).  

Figure 1 : Exemples des champignons comestibles : A). champignon de Paris ; 

B). Shiitake ; C). Pleurote  (Sur site www.alamyimages.fr). 

                                        

1.2. Les Pleurotes  

      Le nom « Pleurote » est apparu en 1874. Il vient du grec « Pleuron » qui veut dire « côté » 

et « ôtos » qui signifie « oreille », par rapport à la forme du champignon et au fait que son pied 

s’insère sur le côté du chapeau (Zubiria, 2021). 

      Le Pleurote dont le nom scientifique est « Pleurotus » de la classe Basidiomycètes, 

appartient à un groupe connu sous le nom de «  Champignon de pourriture blanche », par rapport 

à son mycélium de couleur blanche (Bellettini et al., 2019).  

      Les pleurotes sont des espèces ligninolytiques  saprophytes, exploitent la matière organique 

déjà morte et se poussent sur une grande variété de déchets lignocellulosiques, comme le bois 

mort ou affaibli, les troncs d’arbres blessées ou déjà morts, branches des feuillus morts (Oei et 

Nieuwenhijzen, 2005 ; Bellettini et al., 2019).  

A B C 
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      Ces champignons sont capables de réduire la teneur en lignine lors de processus d’altération 

du bois. La dégradation de la lignine implique l’activité d’enzymes produites, qui sont appelées 

ligninases, comprennent la lignine peroxydases, le manganèse peroxydases et la laccase  (Metri 

et al., 2018).    

      Ce groupe de champignons comprend environ 40 espèces dont la majorité d’entre elles sont 

comestibles (Figure 2), et certaines sont même faciles à cultiver. Notamment : Pleurotus 

ostreatus (Pleurote), P.eryngii (Huitre royale ou Cardoncello), P.pulmonarius (champignon 

phénix), P. djamor (Pleurote rose), P. sajor-caju (Huitre indienne), P. cystidiosus (Huitre 

ormeau), P. citrinopileatus (Pleurote doré), P.cornucopiae (Deepalakshmi et Mirunalini, 2014 ; 

Bellettini et al., 2019). 

Figure 2 : Quelques espèces de Pleurotus :A) P. djamor ;B) P. pulmonarius ; C) P.ostreatus ; 

D) P. eryngii ; E) P. columbinus ; F) P. citrinopileatus. (Sur site ultimate-mushroom.com). 

 

 

1.3. L’espèce Pleurotus ostreatus  

      Ce champignon a été nommé scientifiquement Agaricus ostreatus pour la première fois en 

1774, puis il a été transféré au genre Pleurotus nouvellement reconnu en 1871 par le mycologue 

Paul Kummer (De Mattos-Shipley et al., 2016).  

A B C 

D E F 



 

 
6 

 Synthèse Bibliographique 

      Connu aussi par l’appellation  Pleurote en huitre ; Pleurote en coquille ; Noiret ; Bridoulo ; 

Nouret ; Oreille de noyer ; Negret, parmi les champignons bons comestibles et les plus cultivé 

dans le monde. Cette espèce est cultivée depuis les années 1970  pour la première fois aux Etats 

Unis, puis en Europe et en Inde et sa production mondiale est en augmentation rapide (Guzmàn, 

2000 ; Buyck et Polèse, 2017). 

1.4. Description  

       Le nom scientifique et commun fait référence à la forme du corps fructifère. Le latin 

Pleurotus (de côté) fait référence à la croissance au côté de la tige par rapport au chapeau, tandis 

que le latin ostreatus et le nom commun anglais (Oyster) fait référence à la forme du capuchon 

(Deepalakshmi et Mirunalini, 2014). 

      P. ostreatus représente une partie reproductive plus visible (le sporophore) ; composée d’un 

chapeau large en éventail ou en forme d’huitre s’étendant de 2 à 25 cm, de couleur variable 

blanche passant du beige, brun au gris foncé ou clair. L’humidité lui donnera un aspect brillant 

et le temps sec lui redeviendra mate et sèche. Le chapeau est convexe avec une marge enroulée 

lorsqu’elle est jeune et lisse, souvent quelque peu lobée et ondulée, recouvre des lamelles 

décurrentes de couleur blanchâtres descendent longuement sur un pied excentrique, blanc, court 

et trapu et duveteux à la base.  Le Pleurote se trouve sous forme de touffes étagées, installé sur 

les troncs d’arbres morts. La chair des Pleurotes est ferme, épaisse, élastique et blanche avec 

une saveur douce et une odeur fongique, agréable et légèrement fruitée (Gévry et al.,  2009 ; 

Deepalakshmi et  Mirunalini, 2014). La sporée du champignon est de couleur blanche, mieux 

visible sur une surface sombre, sous microscope les spores se semblent en masse blanchâtre à 

gris lilas, de forme cylindrique à oblongue (Kotadiya et al., 2021). 

 

Figure 3 : A) Les spores de P. ostreatus (De Mattos-Shipley et al., 2016).  B) l’espèce 
Pleurotus ostreatus en touffes sur un tronc d’arbre (Voyer, 2007). 
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1.5. Classification 

      La classification du Pleurotus ostreatus selon Saar et Permasto (2014) est montrée dans le 

Tableau 1.  

      Tableau 1 : la classification du champignon Pleurotus ostreatus (Saar et Permasto, 2014).  

    Règne                             Fungi 

    Division                         Basidiomycota  

 
    Classe                            Agaricomycetes 

 
    Ordre                             Agaricales 

 
    Famille                           Pleurotaceae 

 
    Genre                             Pleurotus 

 
    Espèce                           Pleurotus ostreatus  

 
 

      La confusion taxonomique a toujours été associée au genre Pleurotus, en particulier les 

espèces appartenant au complexe Pleurotus ostreatus en raison de variation des caractéristiques 

morphologiques des différents spécimens et similarité des isolats appartenant à différentes 

espèces (Adebayo et Martinez-Carrera, 2015).  Pleurotus ostreatus peut être confondu avec 

Pleurotus ostreatus var.columbinus ; Pleurotus pulmonarius ; Pleurotus flabellatus ; Pleurotus 

ostreatus var. florida (Mata et Salmones, 2003). 

1.6. Cycle de vie  

      Un champignon Pleurote montre le biocycle typique des basidiomycètes. Leur cycle de vie 

passe par une phase végétative puis une phase fructifère.  

      Le champignon produit de millions et de millions de spores « basidiospores » qui vont 

germer et ramifier pour former un mycélium primaire monocaryotique dans des conditions 

favorables, au cours de la phase végétative. La phase fructifère commence, deux mycéliums 

primaires sexuels compatibles se rencontrent pour donner un mycélium secondaire dicaryotique 

par plasmogamie. Ce mycélium binucléé contient deux noyaux différents dans chaque 

compartiment hyphal. Dans les conditions environnementales favorables le mycélium se 

différencie en corps fruitier ayant des structures spécialisées appelées carpophores, au sein des 

quels, dans hymenium, se trouvent les basides. Les basides passent par une caryogamie puis 
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une méiose et quatre noyaux haploïdes résultants se déplacent vers les stérigmates sur les 

basides, pour former quatre nouvelles basidiospores qui se détachent et le biocycle reprend 

lorsque les conditions sont favorables (Adebayo et Martinez-Carrera, 2015 ; Benamar-

Mansour,  2016).  

 

Figure 4 : Le cycle de vie du champignon Pleurotus ostreatus (Adebayo et Martinez- 

Carrera, 2015). 
 

1.7. Intérêt de Pleurotus  

1.7.1. Valeur nutritive  

      Pleurotus ostreatus est le deuxième champignon cultivé le plus important à des fins 

alimentaires dans le monde entier. Sur le plan nutritionnel, il possède des propriétés gustatives 

et aromatiques uniques, et il est considéré comme un aliment seins riche en teneur en protéines, 

fibres, glucides, minéraux et vitamines ainsi que faible en calories et en matière grasse (Patil et 

al., 2010 ;  Deepalakshmi et Mirunalini, 2014 ). 

1.7.2. Propriétés médicales  

      En médecine traditionnelle, plusieurs espèces de Pleurotus sont largement utilisées pour 

leur utilité pharmaceutique, pour prévenir ou aider à traité plus de 30 maladies ou troubles 

(Guzmàn, 2000).  
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      Actuellement, dans certaines régions du monde, on assiste à un regain d’intérêt pour les 

remèdes traditionnels. Une grande quantité de composés comme les lectines, des 

polysaccharides, des polysaccharides-peptides, un complexe de polysaccharide-protéine ont été 

isolés de ce champignon. Ceux-ci se sont révélés avoir des propriétés antioxydants ; 

antimicrobien ; antiviral ; anticancéreuse ; antitumoral ; antidiabétique ; 

antihypercholestérolémiant et propriétés immunomodulatrices (Guzmàn, 2000 ; Deepalakshmi 

et Mirunalini, 2014). 

 

2. Les Laccases 

2.1. Généralités 

      Les enzymes sont des catalyseurs biologiques de nature protéique. Ils permettent 

d’accélérer une réaction biochimique dans un organisme vivant (van der Kamp and Mulholland, 

2013). 

      Ces macromolécules sont très utilisées en industrie dans des divers secteurs, mais en 

remarquant que les enzymes d’origine microbienne sont les plus couramment utilisées que les 

enzymes végétales et animales (Tifrit, 2016).  

2.2 Définition   

      Les laccases (EC  1.10.3.2, benzène diol : oxydoréductase) sont des oxydases multi cuivres 

appartenant au groupe des bleus, capable d’oxyder des composés organiques et inorganiques, 

notamment : les mono-phénols, les diphénols, les polyphénols, les aminophénols, les méta-

phénols, les amines aromatiques et l’acide ascorbique (More et al., 2011 ; Ding et al., 2014). 

      Ces oxydoréductases sont des enzymes courantes dans la nature, se trouvent dans les 

bactéries, les insectes, les champignons et les plantes. Parmi les organismes connus, les 

champignons de la pourriture blanche sont les plus efficace producteurs de la laccase, grâce à 

leur forte capacité de la dégradation de lignine (Mazumder et al., 2009 ; El-Batal et al., 2015). 

2.3. Source de laccase 

      Yoshida a décrit pour la première fois la laccase en 1883 à partir des exsudats d’un arbre 

japonais des laques, Rhus vernicifera (Yoshida, 1883 ; Madhavi et Lele, 2009). Cependant, 

Bertrand et Laborde démontrent la première laccase d’origine fongique en 1896 (Ben Ali, 

2021).  
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      Cette enzyme est présente chez certaines bactéries tel que : Streptomyces lavendulae, 

Streptomyces cyaneus et Marinomonas mediterranea (Shraddha et al., 2011) et chez différents 

insectes comme Bombyx et Lucilia ( Ben Ali, 2021), se trouve aussi dans les champignons en 

particulier les champignons de la pourritures blanches tel que : les divers espèces du genre 

Pleurotus (Mazumder et al., 2009). 

      Plus tard d’autres laccases végétales ont été identifiées dans les betteraves, les choux, les 

poires et les pommes de terre… (Madhavi et Lele, 2009). 

      Les laccases dans les plantes jouent un rôle dans les lignifications alors que chez les 

champignons, elles ont été impliquées dans la délignification, la sporulation, la production des 

pigments et la pathogénèse des plantes (Alcalde, 2007 ; Madhavi et Lele, 2009). 

2.4. Propriétés de laccase  

      Les laccases sont des protéines complexes composées de plusieurs sous unités  

(monomériques, dimériques ou tétramériques), leur masse moléculaire oscille entre 50 et 100 

kDa. Elles sont caractérisées comme des macromolécules de taille considérable (Claus, 2004).  

      Les majorités des laccases sont des glycoprotéines, cette partie glucidique joue un rôle curial 

dans la rétention du cuivre, la stabilité thermique, la sensibilité et la dégradation protéolytique 

(Madhavi et Lele, 2009). 

2.5. Structure de laccase   

      Les laccases, en tant que MCO, possèdent quatre atomes de cuivre dans des états 

d'oxydation remarquablement particuliers : un de type 1, un de type 2 et deux de type 3, qui 

forment tous leur site catalytique (Agrawal et al., 2018) (Figure 5). 

      Les laccases sont membres de la superfamille des cupredoxines, en particulier de la famille 

des cupredoxines à domaines multiples (Arregui et al., 2019). 

      Cette famille est caractérisée par le pliage de la cupredoxine, qui consiste en deux feuilles 

β disposées en un tonneau de type Greek-key (Arregui et al., 2019). 
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Figure 5 : La structure globale d’une laccase fongique (Loi et al., 2021). 

 

2.6. Mecanisme d’action de laccase  

      Les réactions de base catalysées par la laccase peuvent être de deux types : l'oxydation 

directe et l'oxydation indirecte. 

      L'oxydation directe implique l'oxydation du substrat en radical correspondant suite à 

l'interaction directe qui se produit avec le cluster de cuivre (Matera et al., 2008) (Figure 6). 

      Cependant, dans certaines réactions, l'oxydation directe n'est pas possible car la laccase ne 

peut oxyder que les composés dont le potentiel d'ionisation ne dépasse pas le potentiel redox de 

l'ion cuivre T1, c’est-à-dire est incapable d’oxyder directement les sous-unités non phénoliques 

de la lignine (Ben Ali, 2021). 

      Néanmoins, cette limitation peut être surmontée par l'utilisation d'un médiateur qui est un 

processus en deux étapes :  

      La première enzyme catalyse l'oxydation du médiateur et ensuite le médiateur oxydé oxyde 

le substrat (Figure 6). 

      Toutefois, le médiateur doit présenter certaines caractéristiques : (a) la réaction doit se 

produire sans entrave, (b) il doit s'agir d'un bon substrat pour la laccase, tant sous sa forme 

oxydée que sous sa forme réduite, (c) il doit être stable ; il ne doit pas inhiber la réaction 

enzymatique, et (d) la conversion doit être de nature cyclique (Johannes et Majcherczyk, 2000). 



 

 
12 

 Synthèse Bibliographique 

      Outre les médiateurs, l'utilisation d'inducteurs pour augmenter la production de laccase a 

été largement pratiquée chez les champignons, en particulier dans les pourritures blanches où 

des métaux, des composés aromatiques et des composés phénoliques (Terrón et al., 2004). 

      Différents types de médiateurs ont été employés : Les médiateurs synthétiques comme 

L'Acide 2,2'-azino-bis (3-éthylbenz-thiazoline-6-sulfonique) (ABTS), les médiateurs dérivés de 

la lignine tel que : Acétosyringone, Syringaldéhyde et médiateurs synthétiques dérivés de la 

phényl-méthyl-pyrazolone, de l'acide benzoïque et de la N-hydroxynaphthalimide (Camarero 

et al., 2005 ; Riva, 2006 ; Shumakovich et al., 2006). 

 

Figure 6 : Représentation schématique de la réaction catalysée par laccase (Agrawal et al., 2018). 

A) : oxydation directe ;   B) : oxydation indirecte (présence d’un médiateur). 

 

 

2.7. Applications  

      En raison de divers propriétés enzymatique et catalytique la laccase est utilisée dans large 

éventail d’applications industrielles tel que : industrie agroalimentaire, papetière, 

pharmaceutique et traitement des eaux usées (Do Rosàrio et al., 2012). 

2.7.1 Industrie agroalimentaire  

      Les laccases interviennent dans l’amélioration de la qualité des aliments et des boissons par 

l’élimination des composés phénoliques indésirables responsables du brunissement, de la 
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formation du voile, et de la turbidité du jus de fruits clairs, de la bière et du vin (Dana et al., 

2017). 

      Ont été utilisées ainsi comme un agent améliorant la pâte ou le pain, par l’augmentation de 

la résistance des structures du gluten dans la pâte (Madhavi et Lele, 2009). 

2.7.2. Industrie pharmaceutique  

      Les laccases s’illustrent dans la synthèse de divers produits thérapeutiques, et sont 

employées pour la réduction de la toxicité de certains produits cosmétiques (Couto et Herrera, 

2006) et l’apparition de nouveaux produits dermatologiques éclaircissants pour la peau à base 

de la laccase (Ben Ali, 2021). 

2.7.3. Industrie papetière  

      Les laccases jouent un rôle clé dans le blanchiment de la pâte à papiers et la 

dépolymérisation de la lignine et la délignification de la pulpe par l’utilisation du système 

médiateur (Dana et al., 2017). 

2.7.4. Industrie textiles  

      La laccase est considérée comme une solution potentielle aux problèmes des effluents 

textiles en raison de sa capacité à dégrader les colorants actuellement utilisées dans cette 

industrie, comme l’utilisation de la laccase dans le lavage des pierres avec la cellulose pour 

confiner les dommages causés aux fibres externes et protéger les fibres internes ( Montazer et 

Maryan, 2008). 
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Figure 7 : Utilisation de laccase pour dégrader et synthétiser des différents colorants 

(Bataille et al., 2011). 

 

 

3. Fermentation solide  

      Les fermentations fongiques dans la production commerciale de métabolites secondaires 

ont été largement exploitées ces derniers temps. Les champignons sont des organismes 

morphologiquement complexes qui diffèrent par leur structure à différents moments de leur 

cycle de vie, diffèrent par leur forme entre la croissance en surface et la croissance submergée, 

et diffèrent également par la nature du milieu de croissance et les conditions  physiques de 

culture (température, pH, les forces mécaniques, etc.) (Prasad et al., 2005). 

3.1. Définition 

      La fermentation solide (SSF) est un procédé de fabrication de biomolécules utilisés dans les 

industries alimentaire, pharmaceutiques, cosmétique, pétrolière et textiles. Ces biomolécules 

sont la pluparts des métabolites générés par des microorganismes cultivés sur des supports 

solides sélectionnés à cet effet (Singhania et al., 2009 ; Lizardi-Jiménez et Hernàndez-martinez, 

2017). 

      Cette technologie de culture de microorganisme est une alternative à la fermentation liquide 

ou submergé pour la production de produits à valeur ajoutée comme les antibiotiques, les 

protéines unicellulaires, les enzymes et la production d’arômes. Elle est utilisée majoritairement 

à des fins industrielles (Couto et Sanroman, 2006 ; Thomas et al., 2013). 
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3.2. Organismes utilisés dans la fermentation 

      Dans la nature, les champignons filamenteux se développent sur le sol, en décomposant des 

composés végétaux dans des conditions naturellement ventilées. Par conséquent, la 

fermentation en milieu solide permet le développement optimal des champignons filamenteux 

contrairement à la fermentation submergée et permettant au mycélium de se répandre à la 

surface de composés solides entre lesquels l'air peut circuler (Bhargav et al., 2008 ; Thomas et 

al., 2013). 

      La fermentation en milieu solide utilise des substrats de culture à faible teneur en eau 

(activité hydrique réduite), ce qui est particulièrement approprié pour les moisissures. Les 

méthodes utilisées pour cultiver les champignons filamenteux par fermentation à l’état solide 

permettent la meilleure reproduction de leur environnement naturel (Gervais et Molin, 2003 ; 

Bhargav et al., 2008 ). 

      Cependant, les bactéries et les levures, qui ont besoin d'un taux d'humidité plus élevé pour 

une fermentation efficace, peuvent également être utilisées pour la fermentation solide, mais 

avec un rendement plus faible (Aryal, 2022). 

3.3. Processus de fermentation 

      Ce procédé consiste à déposer sur des plateaux un substrat de culture solide, après l'avoir 

ensemencé avec des micro-organismes ; le substrat est ensuite laissé dans une salle à 

température contrôlée pendant plusieurs jours (Raimbault, 1980). 

      Au début du processus de croissance, les substrats et les composés de culture solides sont 

des composés non solubles de très grosses molécules biochimiquement complexes que le 

champignon va couper pour obtenir les nutriments essentiels C et N. Pour développer son 

substrat naturel, l'organisme fongique met en œuvre tout son potentiel génétique pour produire 

les métabolites nécessaires à sa croissance (Pandey, 2003).  

      La composition du milieu de croissance oriente le métabolisme du micro-organisme vers la 

production d'enzymes qui libèrent des molécules uniques bio disponibles, telles que des sucres 

ou des acides aminés, en découpant des macromolécules (Singhania et al., 2009). 

      Par conséquent, en sélectionnant les composants du milieu de croissance, il est possible 

d'orienter les cellules vers la production du ou des métabolites souhaités, principalement des 

enzymes qui transforment les polymères (cellulose, hémicellulose, pectines, protéines) en 

molécules uniques, de manière très efficace et rentable (Biesebeke et al., 2002). 
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      La culture sur des substrats hétérogènes nécessite une expertise pour maintenir des 

conditions de croissance optimales. La surveillance du flux d'air est essentielle car elle a un 

impact sur la température, l'apport d'oxygène et l'humidité. Afin de maintenir un taux d'humidité 

suffisant pour la croissance des champignons filamenteux, on utilise de l'air gorgé d'eau, ce qui 

peut nécessiter l'ajout d'eau. Dans la plupart des cas, la fermentation en milieu solide ne 

nécessite pas un environnement totalement stérile, car la stérilisation initiale du substrat de 

fermentation associée à la colonisation rapide du substrat par le micro-organisme fongique 

limite le développement de la flore autochtone (Duchiron et copinet, 2011). 

3.4. Substrats de fermentation 

      Cette technique concerne les substrats solides et contenants de faible niveau d’humidité. 

Les substrats les plus couramment utilisées sont les céréales (blé, riz, maïs…), les grains de 

légumineuses, le son de blé, les matières lignocellulosiques,  ainsi une large gamme de matière 

végétale et animale (Aryal, 2022). 

3.4.1. Le son de blé 

 Définition : le son de blé correspond aux enveloppes végétales qui entourent et 

protègent les grains de blé. Il s’agit d’un coproduit abondant, issu du procédé de mouture 

du blé qui permet l’obtention de la farine. Il est riche en fibres, protéines, sels minéraux 

et vitamines, ce qui est fait un aliment très nutritif pour les animaux et convient pour la 

plupart des champignons lignicoles tel que : les pleurotes (Leo et al., 2012 ; Onipe et 

al., 2015). 

                                                                                                                                      

Figure 8 : Le son de blé (Devaux, 2024). 
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 Composition : Cette matière première est composée d’environ 53% de fibres 

alimentaires (xylanes, lignines, celluloses, galactanes et fructanes). Les autres 

composants comprennent des vitamines et des minéraux (Tableau 2) et des composés 

bioactifs tels que les alkylrésorcinols, l'acide férulique, flavonoïdes, caroténoïdes, 

lignanes et stérols (Apprich et al., 2013 ; Andersson et al., 2014).  

    Tableau 2 : composition générale du son de blé (Onipe et al., 2015). 

 

Composants de son  Plage % dm 

Fibres alimentaires 

Humidité 

Cendre 

Protéine 

Glucide totaux  

Amidon  

33.4-63.0 

8.1-12.7 

3.9_8.10 

6.6_18.6 

60.0_75.0 

9.10_38.9 

Produits photochimiques µg  g ̵ ˡ 

Alkylrésoecinol 

Phytostérols 

Acide férulique 

Composé phénolique lié 

flavonoïdes 

489_1429 

344_2050 

1376_1918 

4.73_2020 

3000_4300 

Micronutriments mg par 100 g 

Phosphore 

Magnésium 

Zinc 

Fer 

Manganèse 

Vitamine E 

      

(Tocophérols /tocotriénol) 

Vitamine B 

Thiamine (B1) 

Riboflavine (B2) 

900_15000 

530_1030 

8.3_14.0 

1.9_34.0 

0.9_10.1 

0.13_9.5 

 

 

0.51_1.6 

0.20_0.80 

0.30_1.3 
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3.4.2. La caroube 

 Définition : La caroube est le fruit d’une plante à feuilles persistantes cultivé dans la 

zone méditerranéenne, nommée le caroubier (Ceratonia siliqua) et appartient à la 

famille des légumineuses. Ayant la forme d’une gousse et dans l’enveloppe est très dure 

(Avallone et al., 1997 ; Goulas et al., 2016). 

 Description : Le fruit est une gousse indéhiscente, allongée, comprimée, droite ou 

incurvée, épaissie au niveau des sutures, de 10-30 cm de long, 1,5-3,5 cm de large et 

environ 1 cm d'épaisseur avec un apex émoussé ou subaigu. Les gousses sont brunes 

avec une surface ridée et sont coriaces à maturité. La pulpe se compose d'une couche 

externe coriace (péricarpe) et d'une région interne plus tendre (mésocarpe). Les graines 

se trouvent dans la gousse de manière transversale, séparées par le mésocarpe (Avallone 

et al., 1997 ; Bastianetto, 2013). 

 

                                              Figure 9 : La caroube (Bastianetto, 2013). 

 

 Composition : La caroube est un mélange complexe de métabolites primaires et 

secondaires, la présence de sucres et de fibres étant caractéristique de ces fruits, suivie 

d'une grande diversité de polyphénols. De nombreux minéraux et acides aminés sont 

également présents dans les fruits de la caroube. La figure 10 résume les principaux 

constituants de la pulpe et de la graine de caroube.  
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      Les fruits de la caroube se caractérisent par une teneur élevée en sucre (48%-56%) 

(Principalement du saccharose, du glucose et du fructose), de 3 à 4 % de protéines, d'une 

faible teneur en gras (0,2 %-0,6 %), une faible teneur en alcaloïdes, et une teneur élevée 

en fibres alimentaires, en particulier dans les graines. Plus précisément, la pulpe est 

composée de sucres, de polyphénols (par exemple, tanins, flavonoïdes, acides 

phénoliques) et de minéraux (par exemple, K, Ca, Mg, Na, Cu, Fe, Mn, Zn), tandis que 

la graine contient des protéines, des fibres alimentaires, des polyphénols et des 

minéraux, et ne contient pas de gluten (Papaefstathiou et al., 2018). 

 

Figure 10 : principaux constituants chimique de la pulpe et des graines de caroube  aux 

propriétés nutritionnelles et bénéfique pour la santé (Goulas et al., 2016). 

 

3.4.3. La grenade 

 Définition : La grenade est un fruit appartenant au genre Punica, d'origine d'Inde de 

Chine et la région méditerranéenne et il est cultivé en Afrique du nord et tropicale et en 

Amérique. La Grenade peut être divisée en trois parties : l’écorce qui constitue 

l'enveloppe extérieure du fruit, le jus et les graines. Lors de la transformation en jus de 

grenade, une grande quantité de déchets est générée, dans laquelle les pelures 
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représentent environ 26 à 30 % du poids total. Cependant, les déchets de grenade ont 

attiré l’attention ces dernières années en raison de leurs nombreuses propriétés 

bénéfiques et de leurs applications potentielles (Mo et al., 2022 ; Siddiqui et al., 2024). 

 

      Figure 11 : Pelures de grenades séchées et réduites en poudre (Sutradhar et al., 2020). 

 

 Composition : Il convient de noter que l'écorce de grenade regorge de nombreux 

composants bioactives peuvent être exploités en tant qu’ingrédients fonctionnels pour 

mieux utiliser les ressources des sous-produits, apportant ainsi une valeur ajoutée à 

l’industrie de la grenade. 

      Plusieurs études montrent que Les écorces de grenade contiennent une quantité 

importante de composés phénoliques se situe entre 18 et 510 mg/g de matière sèche. 

Parmi eux, les tanins et les flavonoïdes avec un teneur entre 193 et 420, 84 et 134 mg/g 

de matière sèche dans l'écorce. 

      Des fibres alimentaires allant de 33 % à 62 % comprennent : la lignine avec une 

concentration plus élevée, la cellulose et l'acide ironique. Des minéraux tels que K, P, 

Na, Ca, Mg et N (Mo et al., 2022).  

      L'humidité (8,1 g/100 g d'écorce sèche), des protéines (3,46 g/100 g), des lipides 

(3,36 g/100 g), des cendres (6,07 g/100 g), et glucides (59,98 g/100 g de peau sèche) 

(Hawrez, 2019).  
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Figure 12 : Principaux composés bioactifs des écorces de grenade (Mo et al., 2022). 
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      Notre travail porte sur la production de la laccase par « Pleurotus ostreatus » sur substrats 

phénoliques, à savoir : le son de blé, les déchets de grenade et la caroube. 

      Le travail pratique a été effectué dans le laboratoire pédagogique (Lab 09) appartenant à  la 

faculté des Sciences de la Nature et de la Vie à Université des Frères Mentouri, Constantine 1.  

 

1. La souche Pleurotus ostreatus 

      Le champignon comestible utilisé dans les différentes manipulations a été obtenu de deux 

manières : 

 Par Isolement : à partir d’un échantillon commercialisé acheté au niveau de Centre 

commercial Yes Mall à la nouvelle ville Ali Mendjeli, Constantine. 

 Par réactivation : à partir d’une souche fongique conservée sous forme de tube incliné 

qui nous a été gracieusement fournie par Mme ALMI. 

 

2. Le milieu de culture et substrats  

2.1. Le milieu Sabouraud  

      C’est un milieu d’isolement de référence, il est utilisé de façon courante, contient les 

nutriments nécessaires pour la poussé de tous les champignons (Mondo et al., 2016). L'acidité 

du milieu ne suffit pas pour inhiber la croissance des bactéries, pour rendre ce milieu sélectif 

de champignons on ajoute un antibiotique (Amoxicilline) pour l'empêchement du 

développement de tous contaminants. La composition exacte de ce milieu de culture est décrite 

dans l’Annexe 1. 

2.2. Les substrats phénoliques  

      Les différents substrats utilisés (son du blé, déchets de grenade et caroube) sont des sous-

produits agroalimentaires. Ils ont été achetés dans  le même marché citez précédemment.  

      Les trois substrats ont été bien rincés, égoutté et séchés à température ambiante, puis 

concassés grossièrement (Yousif et Alghzawi, 2000 ; Sutradhar et al., 2020). 
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3. Obtention de spores de Pleurotus ostreatus  

3.1. L’isolement de mycélium 

      Des petits fragments de chair blanche de Pleurote ont été découpés en petits morceaux 

d’environ 5 mm, désinfectés dans de l’alcool 90 %  pendant une minute, rincés à l’eau distillée 

pour éliminer l’excès d’alcool, séchés sur papier absorbant, puis déposés aseptiquement sur des 

boites de Pétri contenant le milieu Sabouraud. 

      Les boites de Pétri ainsi préparés, ont été enveloppées dans du papier Aluminium pour 

assurer l’obscurité nécessaire à la bonne croissance du mycélium. Les boîtes ont été incubées a 

une température de 29°C jusqu’à sporulation. 

                                                      

Figure 13 : Isolement du mycélium de Pleurotus ostreatus. 

 

3.2. Réactivation de la souche 

      La réactivation de la souche a été effectuée sur milieu Sabouraud. Pour ce faire, les tubes 

ont été décongelés pendant 24h dans une étuve à 29°C. Ensuite, une quantité de 0.1 ml du 

contenue de tube a été étalé aseptiquement sur la surface de la boite de Pétri. L’incubation a été 

réalisée à 29°C pendant 7 jours puis jusqu’à sporulation. 

 

3.3. Confirmation de l’identification 

      L’identification de la souche Pleurotus ostreatus a été effectuée par analyse de l’aspect 

macroscopique et microscopique. 
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4. Test de production de laccase  

      Un test a été réalisé pour mettre en évidence l’activité enzymatique de la  laccase produite 

par Pleurotus ostreatus. 

      L’ensemencement de la souche a été effectué par la méthode des disques sur boite de Pétri 

coulée par l’agar blanc (Annexe 1), additionnée  du gaïacol (0.6%). L’incubation a été effectuée 

à une température de 29°C pendant trois jours.  

 

5. Fermentation et production de laccase 

5.1. Préparation de la suspension sporale 

      9 ml d'eau physiologique stérile contenant 0.1 ml de Tween 80 ont été versé sur la surface 

d’une boite de Pétri contenant une souche de Pleurotus ostreatus âgée (plus de sept jours). 

      A l'aide d'un râteau stérile, la surface de la boîte a été raclée superficiellement, puis le 

mélange a été remets dans le tube aseptiquement, homogénéisé avec un vortex pour assurer le 

détachement des spores. 

5.2. Dénombrement des spores 

      Avant l’ensemencement dans les flacons de fermentation, la suspension sporale est estimée 

par une cellule de comptage (cellule de Malassez). Le nombre des spores  nécessaires pour la 

fermentation doit être de l’ordre de 107 cellules / ml. 

5.3. Conduite de fermentation  

      La fermentation solide a été effectuée dans des flacons de 250 ml, où 8 ml d'eau distillée 

ont été ajoutées à 5 g de source de carbone (l’un des trois substrats : le son de blé, les déchets 

de grenade et de caroube). La concentration choisie de la source d’azote (2 % d’extrait de malt) 

a ensuite été ajoutée. L'extrait de malt a été choisie en raison de leur rendement en laccase 

significativement le plus élevé que d'autres sources d’azote synthétique (El-Batal et al.,  2015). 

Les flacons ont été autoclavés à 121 °C pendant 20 min. 

      2 ml de la suspension sporale ont été ajouté aux flacons précédemment préparés. 

L’incubation été effectuée  à 29 °C de manière statique dans l'obscurité totale. 

 



  

 
26 

  Matériel et Méthodes 

6. Extraction d'enzyme 

      L’extraction a été réalisée les 3ème, 4ème, 5ème, 6ème et 7ème jours après incubation. En effet,  

tout le contenu du flacon a été trempé dans 100 ml de tampon citrate phosphate 1 mM (pH 5) 

pendant 2 h et placé dans un agitateur à 200 tr/min, puis filtré sur papier Watman. Le filtrat a 

été centrifugé dans une centrifugeuse de refroidissement pendant 10 min à 6°C et 2400(g).  

                         

Figure 14 : L’étape d’extraction d’enzyme. 

 

7. Dosage de l'activité Laccasique au gaïacol 

      La mesure de l'activité de la laccase a été effectuée dès le troisième jour par 

spectrophotométrie à une longueur d'onde de 450 nm. Le gaïacol a été  utilisé comme substrat. 

      Le milieu réactionnel est composé de : 1 ml de gaïacol, 3 ml de tampon  acétate de sodium 

pH 5 (10 mM) et 1 ml de filtrat de culture. Un blanc a également été préparé contenant 1 ml 

d’eau distillé au lieu d’enzyme. Le mélange ainsi préparé, a été incubé à 29°C pendant 15 min, 

et l’absorbance a été lue à 450 nm à l’aide d’un spectrophotomètre UV. 

      L'activité enzymatique a été exprimée en unités internationales (UI) : où 1 UI correspond à 

la quantité d’enzyme nécessaire pour oxyder 1 µmol de gaïacol par minute. 

      L’activité laccase en U/ml a été calculée par cette formule : 

 EA = A × V / t × e × v   où : 
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EA : Activité Enzymatique (UI). 

A   : Absorbance à 450 nm. 

V : Volume totale du mélange (ml). 

 v : Volume d’enzyme (ml). 

t : Temps d’incubation (min). 

e : Coefficient d’extinction du gaïacol (0.674 µM/cm)  

 

8. Test de décoloration  

      La capacité de la laccase de dégrader  les colorants  a été analysée  en ajoutant différentes 

concentrations de laccase (1%, 2%, 3%, 4%) de chaque substrat phénolique, dans des tubes 

contenant 10 ml de rouge neutre (Annexe 2). L’incubation est réalisée à 29°C pendant trois 

jours.  

      La dégradation du colorant par la laccase a été vérifiée visuellement après incubation en 

comparaison avec le contrôle (sans laccase).  

 

9. Conservation de la souche  

      Dès la fin de l’ensemble des manipulations, la souche a été conservée  dans des tubes 

contenants le milieu Sabouraud additionnée de 0.1 ml de Tween 80 et 1 ml de glycérol. 
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  Résultats et Discussion  

 

      Le présent travail porte sur la production d’une laccase fongique à partir des substrats 

phénoliques à savoir : le son de blé, les déchets de grenade et la caroube. 

 

1. La souche Pleurotus ostreatus 

      La souche de Pleurotus ostreatus a été réactivée sur milieu Sabouraud. En effet, la 

croissance mycélienne débute dès le premier jour d’incubation. Le développement se poursuit 

de manière vigoureuse jusqu’à recouvrir entièrement la surface du boite au bout du septième 

jour. 

  L’observation macroscopique à l’œil nue a révélé un mycélium uniforme de couleur 

blanchâtre et d’aspect cotonneux avec un revers blanc (Figure 15).   

 

Figure 15 : Aspect macroscopique de Pleurotus ostreatus : (A) surface,  (B) revers. 

 

 L’observation microscopique  à l’aide d’un microscope optique a permet de mettre en 

évidence un réseau d’hyphes septés et entrelacés, dépourvu de spores. 

A B 
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Figure 16 : Pleurotus ostreatus sous microscope. 

 

      Les résultats de l’observation macroscopique et microscopique sont en parfaite relation avec 

les travaux d’identification de Almi et al., 2017, de ce fait, les caractères de la souche de P. 

ostreatus a été conservée après réactivation.  

      Le milieu Sabouraud a été utilisé sous la forme solide à fin d’obtenir une colonie distincte 

bien visualisée (Davet et Rouxel, 1997). C’est un milieu standard utilisé pour la culture d’un 

large spectre de mycètes. Il a été décrit par plusieurs auteurs : Samson et al., 2000 ; 

Leontopoulos et al., 2002 et Lund et al., 2002. La composition de milieu Sabouraud est riche 

en éléments nutritifs surtout glucidique (Chabasse et al., 1999). 

 

2. Test de production de laccase 

      Le test de production de laccase a été effectué sur agar blanc additionné de gaïacol. Les 

résultats ont montrés un virage de couleur vers le rose/rouge après 15 min d’incubation 

seulement ; ceci signifie le début d’activité enzymatique.  

      Après le 3ème jour d’incubation, la souche a développé une zone de lyse circulaire de couleur 

brun rougeâtre de 16 mm de diamètre sur la surface de milieu de culture. Le résultat obtenu est 

similaire de celui de Pundir et al., 2016, qui a montré l’apparition d’un halo de couleur brun 

rougeâtre en raison de la polymérisation oxydative du gaïacol, qui indique la présence de la 

laccase.  

Hyphe 

Sept 
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   Figure 17 : Le test de décoloration (A) Avant, (B) après 15 min et (C) après 3 jours d’incubation. 

 

3. Fermentation et production de laccase  

3.1. Dénombrement des spores  

      Le comptage des spores à travers la cellule Malassez a été impraticable même après 15 jours 

d’incubation. En effet, Nakazawa et al., 2024, a rapporté dans ses recherche que la sélection 

d’une souche de Pleurotus ostreatus avec un phénotype sporulant, est une cible impossible 

depuis une longue date. Cela est dû au fait que P. ostreatus produit une énorme quantité de 

basidiospore. 

 

3.2. Aspect visuel de fermentation  

      Après quelques jours d’incubation à 29°C, les substrats de fermentation utilisés ont subi des 

changements remarquables ayant des explications significatives. 

A B 

C 
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      Dès le 3ème jour, une modification de la couleur vers le rose rougeâtre pour la caroube et les 

déchets de grenade, noircissement s’observent pour le son de blé. Ce changement de coloration 

s’intensifie au fil des jours d’incubation, s’accompagnant d’un élargissement de la zone colorée. 

L’analyse des flacons colorés révèle une coloration homogène sur l’ensemble des substrats à 

base de son de blé et de déchets de grenade. En revanche, pour la caroube, la coloration se 

concentre principalement sur les graines (Tableau 3).     

Tableau 3 : Aspect visuel de fermentation avant et après incubation.  
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Le son de blé 
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4. Evaluation de l’activité laccasique  

      Le dosage de l’activité laccasique a été réalisé par spectrophotomètre à une longueur d’onde 

de 450nm. Les résultats obtenus (Figure 18) révèlent une production importante de l’enzyme 

laccase. En effet, le son de blé a donné une meilleure production (entre 0.222 - 0.462U /ml) par 

apport aux déchets de grenade (entre 0.112 - 0.349U /ml) et la caroube (entre 0.023 - 

0.062U/ml). Les résultats des travaux de  El-Batal et al., 2015 ont montré une bonne production 

de laccase par le son du blé, ceci confirme les résultats obtenus lors de cette recherche.   

      Aussi, l’analyse des graphes montre que le maximum d’activités est atteint le 4ème et le 

5ème jour. Ensuite, l’activité commence a diminué vue l’épuisement du substrat. 

Remarque 

      L’activité laccasique a augmenté les derniers jours dans le flacon des déchets de grenade en 

raison d’une contamination fongique. 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

La caroube 
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Figure 18 : Activité laccasique à partir du troisième jour d’incubation (S : son de blé ; G : déchets de 

grenade ; K : caroube). 

 

5. Test de décoloration 

      Le test de décoloration a été réalisé à l’aide de colorant rouge neutre. Le suivi des résultats 

a été effectué dès le 3ème jour de fermentation pour les trois substrats testés.  

      En effet, la lecture a été réalisée après trois jours d’incubation des tubes à 29°C. Les résultats 

ont montré un éclaircissement du colorant. Les résultats positifs les plus significatifs ont été 

obtenus avec les concentrations 0.3% et 0.4% de filtrat pour tous les substrats phénoliques. Par 

contre, on note que les résultats de décoloration avec la concentration de 0.1 % et 0.2% ont été 

médiocres. On  note aussi que le degré de décoloration est supérieur pour le substrat son de blé 

en comparaison avec les autres substrats à savoir la caroube et les déchets de grenade (Tableau 

4). D’après les recherches de Palaskar et al., 2022, l’enzyme laccase est capable de décoloré un 

certain nombre de colorants tels que : le rouge neutre, cristal violet, l’orange de méthyle…etc.    
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Tableau 4 : Résultats des tests de décolorations après le 3ème, 4ème, 5ème ,6ème et 7ème jour d’incubation 

des flacons de fermentation. 

 

 

      [E]%                       

S 

 

 

 

0.1% 

 

0.2% 

 

0.3% 

 

0.4% 

 

 

 

Le son de 

blé 

 

 

J 3 - + + + 

J 4 + + ++ ++ 

J 5 + + ++ ++ 

J 6 - + + + 

J 7 - + + + 

 

Les 

déchets 

de 

grenade 

J 3 - + + + 

J 4 + + + ++ 

J 5 + + + + 

J 6 - - + + 

J 7 - - + + 

 

 

La 

caroube 

J 3 - - + + 

J 4 + + + + 

J 5 - + + + 

J 6 - - + + 

J 7 - - + + 
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  Conclusion 

Conclusion générale  

 

      Le Pleurotus ostreatus est un champignon comestible apprécié pour sa saveur st son goût 

agréable. Ce basidiomycète attire de plus en plus l’attention. Des recherches scientifiques ont 

démontré que cette espèce produit un complexe enzymatique ligninolytiques composé de divers 

types d'enzyme, notamment la laccase. Cette macromolécule a la capacité à dégrader des 

composés phénoliques et capable de décolorer différentes classes de colorants industriels.  

      À ce fait, Le présent travail a porté sur la production de la laccase à partir de Pleurotus 

ostreatus par fermentation solide, sur des substrats phénoliques à savoir : le son de blé, les 

déchets de grenade et la caroube. En effet, Le résultat de test de production de laccase sur milieu 

gélosé montre une zone de lyse de 16 mm de diamètre de couleur brun rougeâtre illustrative de 

la présence de la laccase.  

      Par ailleurs, La fermentation a été effectuée sur les trois substrats cités précédemment, on 

note qu’y a eu une production par rapport aux modifications observées sur les milieux. L'activité 

laccasique a été maximale pour le son de blé (0.462 U/ml), suivi des déchets de grenade (0.349 

U/ml) et une faible activité pour la caroube (l’activité est particulièrement dans les graines) 

(0.062 U/ml). 

       En fin, Le test de décoloration a montré des résultats positifs concernant les concentrations 

0.3% et 0.4%. Ceci n'est pas un travail finalisé, il doit être compléter par d'autres recherches 

supplémentaires. Pour cela, plusieurs perspectives sont préconisés notamment : 

 La sélection d’autres souches fongiques productrices de laccase plus performantes ; 

 L’utilisation d'autres substrats phénoliques et capables de fournir un bon rendement de 

la laccase ;  

 Expérimentation de la fermentation liquide ; 

 L'optimisation des conditions de fermentation (pH, température, composition du 

milieu...etc.) ;  

 Purification et caractérisation de la laccase produite ; 

 Exploitation de la laccase dans des différentes applications industrielles.
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Annexe 1 : Les milieux de cultures 

 Composition du milieu Sabouraud : 

Peptones   10 g 

Dextrose  40 g 

Agar 15 g 

Eau distillée 1 L 

pH  5.6 

 

 Composition d’agar blanc : 

 

 

 

 

 

Annexe 2 : préparation de solution de rouge neutre  

      Sur une balance,  0.1 g de poudre de rouge neutre a été pesé. Ensuite, la poudre a été versée 

dans un bécher, et l’eau distillée a été ajoutée petit à petit avec l’agitation jusqu’à l’obtention 

d’un volume final de 100 ml. Le pH de la solution a été ajusté à (pH=7) en ajoutant un volume 

précis d’acide citrique.

Agar 10 g 

Eau distillée 180 ml 
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Mémoire pour l’obtention du diplôme de Master en Microbiologie  
 

      Le plan de travail a porté sur la production de la laccase par Pleurotus ostreatus, un champignon 

comestible, en utilisant trois substrats phénoliques : le son de blé, les déchets de grenade et la caroube. La 

réactivation de la souche en question a confirmé les caractères culturaux spécifiques à cette espèce fongique. 

Par ailleurs, le test de production de laccase sur milieu solide (Agar blanc), a montré que P. ostreatus est 

capable de produire cette enzyme, où le résultat a été exprimé sous forme d’un halo. La fermentation solide a 

révélé que le son de blé était le meilleur substrat pour la production de la laccase, avec une activité laccasique 

maximale de 0.462 U/ml atteint le cinquième jour de fermentation, par rapport aux déchets de grenade (le 

maximum de production est 0.349U/ml) et à la caroube (0.062U/ml). Les résultats de décoloration sont positifs 

et en relation avec ceux de fermentation, où l'enzyme était capable de dévaloriser le colorant "rouge neutre" 

par la réduction de sa couleur surtout pour le son de blé avec les concentrations 0.3% et 0.4%, confirmant la 

capacité de dégradation de la laccase.  
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