
GX\
u..lbell.

U"IYI"IIOAO ~
MUROPOlU_ AUrONOMA

NAI ItT'API'lAPA

SEU:crION DE
EN VUED~ DE OWfPIG
F'ERMENI'I\TION IRE DES PFJ::r~NS FILAMENrnJX

3JLIDE DE INJI.Sœ PAR '
PUlPE DE CAFE

RElILISE PAR : Fl:anck OCCCAS

CFSCM
l'nnTUT '1W<CAIJ

01 IIClIIlCHIPOUR SCI(HJlrlOut
li OEvtlOP'rtMltH lU COOMIlA1tOti NO.14



Usrl9 le c:ad.rt' de Ill. C(.W:1"~!·"l JO!) Sclf.>lltJ Cl'lU'! ~ntn!'

l 'CRJItJI (f)--imce) ~t le !'UUICyT (Hexi~) ce tr.;"val1 <.J~

(U'l (1.'~tlw1~. p...~1T 0bt~mr I~ 9T"dl!" (1' jr"JénJ~
f1G8AMA-[n .'JO!"L a Hé r~Il!::~ ~lJ:< I.M.oratol res d~

Klcr~'l('ll(.(Jle ,lu ~'oU'"tciW'!'nt d" Bl0t~hfll.)IŒJles d~ t"!
Ültl'..-.e~ldNJ Aut~ M!:'tl':1.lOlll,,1")'j de Izto!lp."ll;,pa
('.IAM--I) L'aut~ dp. ce rappr:rt 1"":!fIPrCle Mrs
~\i'.,~I.illrce JO...t53:l3 E'~ Wllfrido f\I'".U(l'3UEl P''''IT
\· ... tltlon dP. ~t CUVT&',je

r ........
\I~ ~ ~.

~•••'111'",~...

f". Mt,ho><:l~y la Pu.ldmI, ht"""'"

M'''~M fOU'; 55·5J2, Mblc:. IJ, D.F.

T,'.'on.: 6&60J ll. 686·16·11

Il'",",n.rr~

0I1fO.1IO. IiOW'4'lftOUI

l'OUIl U OI"r'tlorf"ll4Nf .H COQr1Mf1CPI

"""IN .Ul......UIQUI
Colle 1-I0l11f'fO lOOt-4Oi
ColonkJ l-ot Motol~
I1Sl0 1IMxito. O. Jo



Je tiens à remercier très chaleureusement Monsieur S.
~JUSSOS. pour la façon dont il m'a accueilli dans son laboratoire. et
m'a dirigé dans mes travaux.

Tout en me laissant une granje 1ibertée dans l'organisation et
la planification de mon travail. ces consei 15 et avis sont toujours
venus Il point pour m'orienter.

Mes remerciements vont aussi à Laure HANNIBAL et à Ale:xandro
MONI"EOO, pour les conseils et l'aide qu'ils m'ont toujours apportée de
si bonne grace.

Encore merci à vous trois pour les amitiés que nous avons pu
1ier en ses six mois de stage.

Enfin. toutes les personnes qui ont participé de prés ou de
loin à ce travail voudront bien trouver ici le témç.ignage de ma
reconnaissance à leur égard. et plus particulièrement E, FAVELLA, S.
s:x..:rS. A. AQUIAHUATI., et If. OODRIGUEZ.



1

SOMMAIF:E

RESUMES

INTRODUCTION

ANALVSE BIBLIOGRAPH1QUE

1 LAPlA..PE DE CAFE

1 0) Provenance

aO) Comppsition chimiqug de la pulpg

II LES SUBSTANCES PECTIQUES

III LES PECTINASES

i) 1°) Classification dfts enzymes oeçtinglytigues

2°) PlCtinestéra6ft'

a) mode d'action

b) cle5cription

3°) EndppDlygalacturonases

a) mode d'action

b) description

4°) Exgpolygalacturpna§@S

a) mode d'action

b) descript ion

5°) Endppectate lyases

a) mode d'action

bl description

6') Exopeçtates lyases

a) mode d'actiDn

b) description

Page

2

2

2

2

3

3

3

4

4

4

4

4

4

5

5

5

6

6

6

6

6

6



7*) Endgq@ctiQR lyases 7

a) mode d'action 7

b) description 7.

IV 1 LES CHAl'lPIGNONS FILAMENTEUXPECTINOLVTIOOES 7

1*) Quplquea souches repprtées dana la litératurg 7

a) Productric@s de pectine.térases 7

bl Productrices d'Endopolygalacturonases B

cl Productrices d'E~opolygalacturonases S

dl Productrices de lyasea B

2*) bl. sgucbes les plus employées ppur la prodyctipn
industrielle de peçtioases. 8

3*) Cpnclysigns 8

.1 ~TERIEI.. ET tiETHODES9
1.- biS micrpprganhmu 9

2- be» mili.ux dg cultyre 9

2-1 Milieu PDA
2-2 MIl milieu gélosé à base de peçtine
2-3 MIll milieu liquide à base de pectine
2-4 FMSI mi lieux de FMS de pulpe de caH

3- Le. conditions de cultur@

9
10
1()
11

11

3-1
3-2
3-3
3-4

repiquage des souches
Sélection sur gélose (MIl
Sélection en milieu liquide ("II)
Sélection par F.M.S. de pulpe de ca~é

11
11
11
11

4- ~thpdes d'analyse et expression des résultats

4-1 • Sélection sur gélose CMI)
4-2 Sélection en milieu liquide (MIll
4-3 Sélection par F.M.S. de pulpe de ca~é

4-4 Bilan de matière au cours de l'extraction

5=Schéma général de la teçhnique de sélection

12

12
12
13
13

15



II RESUlTATS ET DISCUSSION
1- Croissance au repiguage

2- Sélection sur gélose (MI)

2-1 Mise au point du milieu de culture
2-2 Résultats de croissance.sur MI
2-3 Iri sur des critères morphologiques et de

croissance apicale

3- Sélection en milieu liquide <MIl)

3-1 1 Mise au point du milieu de culture et de la
technique d"analyse

3-2 Résultats de crqissance sur MIl

4- Etude en E.M.S. de pulpe de.ca~é

4-1 Sélection par E.M.S. à 25-C
4-2 Production de pectinases de C28B25 et

d'Aspergillus niger CH4, à 25-C
4-3 Production de pectinases de V22835 et

d"Aspergillus CH4, A 35-C

3- Récapitul@tipn des résultats de sélection

CONCLUSION

REFERENCES BIBLIOGRAPHIQUES

16

16

16

16
17

lB

20

20
21

22

22

22

24

28

29

30



Page

Table 1 : Llste des souches de co.llection écartees
au cours du repiquage sur POA.

Table'II : Résultats des essais de croissance sur
mi 1 ieu Ml.

Table III : Description du système de cho'~ utilisé
pour e~~ectuer un tri parmi les souches ayant demontré une
activité pectinolytique supér,eure ô celle dela ré~erenc~

Aspergi llus ni gel' CH'!.

Table' IV : Tableau récap:tulati~ ·oes 13 souches
sélectlonnées ~ la suite d~ la deuxième étape de sélect,on.

Table V : Classement des souches ~estées. en
~onct'on de leur activité pe~tinolytioue. par rapport ~ la
souche de ré~éy.ence A.n,ger CH4,

'"ble \'1 : Résul~ats· oe la sélect,on par FMS de pulpe
de ca-fé ~ 25°C.

Table VII: Compal'alson du cla·ssement de trols souches
en ~onction de leur activité pectinolytiQue pour les
di~~érentes techniques de sélection utilisées.

Table VIII : Comparaison des activités pectinolyt,ques
de C?8825 et ~sperqillus niger CH4.

Table IX : Bilan des pertes de matière (pulpe ~ermentée

et jus) au cours de l'eKtraction des pectinases produites par
C28825 et A. ni gar CH4.

Table X : Comparaison des activités pectinolytiques de
V228J5 et d'~spergiJlus niaer CH4,

Table Xl : 8ilan des pertes de matières tpulpe ~ermentée

et jus) au cours de l'eKtraction des pectinases produites par
V22B:55 et ~. ni ge,- CH4.

lé

18

19

19

21

23

24

25

26

27

Figure 1 : Schéma général de la technique utilisée pour
la sélection de champignons ~ilamenteuK pectinolytiques, en vue 15
de ·prodl,Jire des pectinase.s par ~ermentationen milieu solide
de pulpe de ca~é.

Figure 2 : Récapitulation des dif~érentes étapes de
sélection utilisées pour la sélectionner des souches de
champignons filamenteu~1 en vue de pyoduiye des
pectinases par ~ermentation solide de pulpe de café.

28



donnant une
la ré-férence
de

La sélection de deux souches d'Aspergillus nigey
p~oduction de pectinases, supérieure ~ celle de
AeeerqilJuB niqer CH4.pa~ ~e~mentation solide de pulpe
café. a été ~éalisée en quatre étapes.

Les souches ·de champignons -fi lamenteux de la collection
UAl"l..,ORSTOI'I en mauvais état de conse~vation, ont été éliminées au cours
du ~epiquage 6U~ milieu.PDA.

Une sélection en boite de pét~i, sur un milieu gélosé compo~tant

·uniquement. de la pectine comme source de carbone, a per~i5 d'isoler
pa~ mesu~ie· du halo· de lyse, 22 souches pré~entant une act·ivité
pectinolytique supé~ie..cre ou égale II celle de la ~é~é~ence. Su... des
critè~eB morphologiques et de croissance apicale, 13 souches pa ... mi les
22 sélectionnées. ont été choisies pou'" subir la sélection suivante.

Celle-ci. basée sur la mesure de la baisse de viscosité et de
P.... ap~és c~.cissance des souches sur un milieu liQuide ayant comme
seule sOU~ce de carbonne de la pectine. a pe~mis de retenir 5 souches
pr.-ésentarit. une activité pecti'oolytique strictement supérieure à· celle
d'A5Qflrqi llu!> ni per CH4.

Ap~és ~ë ... mentation en milieu solide sur pulpe de ca~é. les 2
souches présentant la plus . fo~te activité pectinolytiQue ont été
retenues.

Four steps were necessa~y to.select two strains of' Aspergillus
niger p~oducin9 mo~e pecti nases than 'the re.ference Aspeyqi llu5
niaer CH4, by solidstate -fermentation of' co~-fee pulp. .

Among the -fi l.amentous -fungi st~ai ns -f~om the UAM-ORSTOM' s
collec:t:.io·n. those· which ...ere in a bad state o-f preservation ..ere
eli~inated du~ing the bedding on PDA medium,

A selection in pétri boxes, on a gely-fied medium that only
contained pectin as ca~bon sou~ce, enabled us to isolate by lysis blur
measu~es, 22 strains presenting a pectinolytic activity supe ... ior or
eoual to that o-f the re-fe~ence, For the -following selection step, 13
strains out o-f the 22 previously selected, were chosen on apical
g~owth and morphological c~iieriums.

This selection, based o~ viscosity and pH diminution, due to
-fungi Qrowing in a liquid medium only containing pectinas carbon
soul'ce, allowed us. tç select 5 strains that had a pectinolytic
activity st~ictly euperior to Aspergillus Miger CH4's one.

After solid state -fe~mentation tests on co-ff'ee pulP. the two
strains that p ... esented th~ most important pectinolytic activity were
kept. .



Dans l"industrie du ca-fé en Amérique Latine, dii!U1I mé·thodes de
traitement de la cerise de ca-fé sont employées: la voie ~che et la

-voie humide; La première demandant de lourdsinvest1ssements en locaull
et main d'oeuvre, dans les pays d"Amérique centrale on lui pré-fère la
seconde" Celle -ci comporte quatre étapes principales: le dépulpage
Qui vise à séparer les cotylédons de la chaire du -fruit, la
-fermentation naturelle qui consiste en une digestion du mucilage par
la -flore pectinolytique naturelle du -fruit ,le lavage, et. -le séchage.

La qualité du grain de ca-fé .en -fin de· process, ainsi que
l"homogénéité de la production dépendent en grande partie de la -bonne
conduite de la fermentation naturelle. En eHet, ~des irrégularités
dans le degré de traitement des grains au niveau des tanks de
-fermentation, entrainent inévitablement des variations dans la Qualité
des grains pour la totalité de la production. A -fin de mieull controler
cette étape .de démucilagination, certaines entreprises ont choisi de

.la réaliser par. voie chimique. Néanmoins, les études préliminaires
réa~isées par les équipes -de la U,A.M.J indiquent que la voie
boichimique peut aussi etre choisie avec succes.

Ai nsi, 1" uti 1 isation de solutions d· enzymes pecti nolytiques au
niveau de la fe~~entation des grains, permettrait de mieull maitriser
cette étape, et constitue donc une alternative trés attrayante POUr
les industriels du ca-fé au Méxique.· .

Néanmoins, ces enzymes sont chères car importées d"Europe ou des
Etats Unis,·Par ailleurs. chaque année des Quantités considérables de
pulpe de ca-fé (déchet du dépulpage) sont produites au Mellique et ceci
constitue un résidu ·trés encombrant et polluant auquel il serait
nécéssaire de trouver un débouché.

Une manière de résoudne·~imultanémmentces deUil problèmes est de
produire des enzymes pectinolytiques, à l"aide de champignons
-fi 1amenteull , par fermèntation en milieu solide de pulpe de café.

Des essais de ce type ·ont déjà été menés par les .équipes de la
U.A.M, et actuellement un travail d"optimisation est effectué au
niveau pilote à partir d"une souche de la collection internationale
Aspergillus niger CH4. .

D"autre part, des essais d"isolement de mutants hyperproducteurs
de pectinases ont été réalisés,par action d"agents mutagènes sur
Aspergi llus niger CH4,· mais n'ont pas abouti" Ainsi, le but de
cette étude était de sélectionner,par des' techniques microbiologiques
classiques, Une souche de champignon -filamenteux hyperproducteu~ de
pectinases et destinée à etre utilisée dans le cadre de ce programme
de r.echerche.



1 LA PULPE DE CAFE

l' l "'rovenance

A.u Me"ique, comme dans de nombreux pays d'Amérique Latine, le Gtlfè
est un prodUit agr'icale qui contr~buè énormement à l'économie nationale•.Les
graine de ca-fé· y eont· obt.enue il partir de 1.. ceriee. par la technique .la
plus répandue: la vole humide. Hig.ll.

La pulpe de 'ca-fé est dé-f-inie comme étant le déchet obtenu par·suite
du dépulpage des cerises. Il s'agit donc de l'éplcarpe et de l'exocarpe du
-fruit, alors que le .mucillage (mesocarpel et la coque (endocarpe) sont

"séparés <les grains (endosperme) aU: cours des étapes ultérieures .$
traitement (-fig.2l. En-fin, ce résidu agro-industiel représente une part non
négligeable du -fruit: environ 40 7.

~~l Composition chimique de. la pÙ~pe

Dans le tableau ci-joint on trouve une indication de
composition chimique, qui varie imaueDl,lp en -fonc.tion de la variété. edu
de la région. des condition!; de cul tu...";. et de l'état de "",turité' dU
traité. .

cet.t.e
$91,

i'ruU

.Séchée au soleil
-------------------~-------------~~~~-----------------------~----------

Humï di té (%) 76·7· 12.6
-~-----------------~~---~-----..-._,--~-~~~-------~-~-----~---~ ----~--------
Matière Sèche 2.3.~ B7.'"
----------~--~--~~~.~~~--~--~-~---~.-.--.~--------------------- --~----------
Protéines (n*6.25.)' (X)··

Fi bres (7.) ·3-.4

11.2

21.0
---------------------~~~-------~---~----~--~----------------------~------

Cendres <7.) 8.3
------------------~7~-~~-------~--~-~---------------------- -------------
Graisses (%) 0.4B 2.5

Pour 1~ pulpe sèch~: pectines totales
ca-féi ne
sucres ~éducteurs

6.5 %
1. 3 %

12.4 %

(D'aprés Aguirre, 1966. Bressani et .col, 1972-1974,
Bressani et Elias 1976l
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Il LES SUBSTANCES PECTIQUES

~es substances Pectiques sont des hété~opolysaccna~ldes (PM 30.000
~ 300.000) composés' d'une chaIne prIncIpale d'acIde galacturoniQue
partIellement esterlTlés par des +onctions methyl. Un nombre variable de
résidUs rhamnopyranoses sont accrochés a la chaine. principale par leur
carbone 1 ou 2. Suivant la' plante d'origine, un nombre plus ou moins grand
d'unitél'l·galacturohiques peuvent etre acét.ylées en C2 ou en C3. Cas chaines
latérales composées en grande partie degalartese, d'a~abinose, et de xylose
sont liées Qe manière covalente en C2 ou en C3 des unites galacturoniques.
ou en C4 des ~ésidus rhamnoses.

AinSI, on constate la très granoe varIabilité potentielle de ce
type de composés, pour ·h.sQuels le squelette d'unités galacturoniquas peut
va~le~ entre 50 et 90% du poids Qe la molécule.

III LES PE~TINASES

1·) Classi+ication des enzymes pectinolytiqueg

Les enzymes pectinolytiQues se répartIssent en deux groupes

Enzymes de-estériTiantes

- Enzymes depolymérisantes

Pectinesterases

Hydrolases (Hydrolyse)

- Endopolygalactur6nases

Exopolygalacturdnases

Lyases <B-éllmination)

Endopectate lyases

- Exopectate lyases

- Endopectine lyases



at mode d·actlon

boL)
bj aeSC;riptlon

Les pactinesté~aseE sont synthetisees aUSSI bIen pa~

les plantes supérisllres. Que pe'" les c;nalT1pignone et leG bac;tÉries. CertaInes
pact.i nesté.·ases, de plant.es sont trésbien connues. malS pa~ cont....e call_
des bactê..-ies ou des champignons .filament.eur.trés ma,l.lIoéanmolm; 0.., salt QUI;'
ces enzy.mes pP"ésentent une granae variabilite sUIvant leu,.. or.lgine. Par
e.emple lae poidS moléculaires peuvent v ...-le.. 'de 30 ..000 ~ 400.0(10, les
ppi nts l so-èlactri Ques de 8.4 à 11, les pH opt ima 0' act'l vi te de 3.::; il 9,
etc:;, •. Cne:: les moisissures. jj e>llst... e=re une granGe varlabilit.é. Ains:',
les pH optima d'activité sont pou~ Acrocylinpr'iUln SI'. CIe 7.5 et pou~
CüniothY~I.um diplodiella de 4.8 0S.imu...a et al 1973,.

3~) End!:)polvga.1·act.u·f'onases

b) description

Récemmment, de nombY"euses endcpclygalactu,.-onases d"o .... igl-ne -f=ongiqua
ont été puri.fiéss. Leurs poids varie entre 3V.OOO et 85,000 D, leurs points
isoélectriClues entre 3.8 et 7.0, leurs pH optima entre 3.8 et 6,5 ce Qui met.
en évidence la gY"ande variabilité ~ui exi$te ici suivant le champignon
peoducteur ( Table 1 J. Ces enz~s sont spéci~jques des pol ygal acturonates ,
et do'lc. le degré d-hydyolyse dei:· pectines pét· cet en=yme dêct"oit
lorsqu"augmente le degt"é d·estéri~l~ation.



_~ v16C061met.°·I,: e'!:~ Ur.:- rrll?~nOO= ~n,:.::yt.IOL'E ':.res SE.H"1Elole- POur
mesure~ ~·actlvlte oes enoogalacturonaseso Ave= ces enzymes. une chut.E de
~C. de ja ~16coslte 5pe~i~IQu~ c·une Soi~~lon OE pe=t.at.es correspond a
}-hydrolvse o~ seulement QUEiQues llalso~s glYCOS10l~ues. Pou~ dl+fé~ents

enzymes ce p.ourcentage Deut. val"" l el"". meme dans Oe5 ceno: t.1 ons oe test
'soigneusement. standardIsées, Cela peut s'expl1Cluer par des differences oans
les lIIOde5 d'actIon de ces enzymes, En effet., le moae d'action de
l'endopect1nase de Kluyveromyces fragills est le SUIvant: atLaClue au hasard
Bur la chaine puis dissociation du complske enzyme-subtt"at, l iberation
d·oligogalactu'ronat.esQu'elle degraae ensuIte en pOlymeres plus peties, peur
-en-fin obtenIr une ac;cumula""t.lor. oe c: et mono~ajacturonat.e-= (Pha-!=";. "19ô6).
Pa'" ailieur's, cell~ oe ·ColletotrichurrJ IlndemuthianurTl l1bere
.J)t·é-fé"ent:"iellemen~ oes tl"" ~ e:. Olga lact.u,,:,ona'Les comme premIet· produi t.
.(l'nyorolyse. ainSI Que comme produits flnau>: IEnglisn et aL, '1972).

En-f·in_ on.; èlU5SI demon'Lt-é 086 [n~-ferenceE= en'LI""S' leE cornDD6itior,
des slt.es actt-fs. et surtout la taiile oes sItes d·accl""ochage· oes enzymes
au~ sU06t.rats {Re~cva-1jenkova anc "'lar-y.oVlc. • .1Ç7ô,.

4") Exppplygalact.uronase5

al made d·actlo~

b) DescriptIon

Le6 e~opolY9alacturona6esse rencontrent aUS5i bIen chez les
plan't.e5 6UDerleuy ee QUE oans je 'LP-aC'LU6 Intestinal oe n[Jrnbr8Ll~ insecte6,
chez les champignons, et Cel""'LalneS oactêries. Elles ont ur. pH optimum de
1*01""d1",= de 5.-0. 50nt. stimulees pat· ies ion:: calcium st hydyoi'(sent leur
substrat pa·r un mécanisme multichain,= (Presse)'" and· Avants,., 1973.1975>.

Une excpolygalactl1t-Onase d~AspergillLJ.S nl!é:1e,- a été dBcrite. ainsi
c;u·une enz-yme d"Acrocylindrium sp. (Heinl""ichova and Re~ova-Benk·ova, 1976 et
j'·:imura and MiZLlshima, 1973), et o:.;~ ...;,ne pt-e-fé~-ence nette vis à vie de la
10ngue~r des chaines du substrat n-a pu etye mis en é~idence.
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Ce'E enzVmeEO 60n:. I:H·oduit.es caf" ies bact.erlB6. e":. pB'· Qu.eloues
cnamplgnons p~thcQèneE des plant.s5. Elles cn~ t.out.es u~ pH octlmu~ trèE.
élevé (6 â 9.9). et un besoIn absolu en calcIum pour leur actlvi~é.

L-attaoue Pi'" B-ëllminatlon en'traine li' formatIon oe oroduit5 possédant une
Double. liaison en't.r.e les carbones.l; et ~ .. La conjugaison oe la double
l i·a160n avec le groupe carboMyle en CS engenore un maximum d· aD50r-btion â
235 nm- On peut donc +acilemen~ mettre eh éVloence l'ac~ivi~é pec~ate lyaees
ave~ un GDectroohotome~reU.v., le coe+~. d'ey.tlnc~10n molalre é~ant de 4600
cm .mmol IMacmillan and Phaf+, 1966). Leur activité sur leG oeC~a~es est de
nature â -fal .... e diminuet· la vSicosité en -fonctIon du nombrE de lia16on6
glycosidioueG rompues. Par ailleurG le~ différenceG Qui exiGtent entre Des
enzymee GO origine ..... ar-iabie., et cella5 QUI existent peur l.,a. meme Bnzym~ [jans
oes conditions expé~imentales di~ferentes (pH. TO}. indiquent un mécanIsme
d'attaque mul~iple (RomboutG, 19721.

6') ExopectateG lyases

r\·~\
!~~

b) deGcl'" i ot i on

Cette enzyme est j'unique à ~tre produite par quelques
~lcroDrganismes telE que: Clostridium multiferment~"6, Erwinia sp .• E~Ninia

disolvens, et Streptomyces njtrosporeus. les polymethyl- galacturonate
-metny:çlycosices ne sont pas ou tC':...t attao.i..IÉ's par CE tvpe dPet'1~yrr.Ë'6. et les
pectate9 sont pYé~érés QUY. pectines. Les pH optima qui ont été découverts
sont asse= hauts (8 à 9.5)
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Gervane et. al. (1977,1978)

LIU and Lun (1978;
Fanelll et a1. (1978)

Wang et Keen (1970)

cl Productrices d'E~opolygalacturonases

Aspergillus n1ger

Acrocylindr1um sp.

dl Productrices de lyases'

Aspergillus nlger
Aspergillus ~onsecaeus

Aspergillus nlger
Opthidea ribes1a
Aspergillus niger 1

Il
Aspergillus Japonicus
Alternarl·a mali

Il
Hyphomyces solar.i
Cephalosporium sp.

Melnrlchova and Rexova-Benkova
(1976 i

K,mura et Mizush1ma'(1973i

Albershelm and Kililans (1962)
Eostrom and pha~~ (1964a,b)
Amado (1970)
Knobel and ~eukom(1974,

Van Houdenhoven (1975)

Ishi1 and Yokotsuka (1975)
Masui et al. <197t"

Hancock (1976)
Atha Il ah et Nagel (1977)

2") Les souches les plus employées pour la production
lndustrielle d~ pectinases,

O'aprés Simon et Meun1er (1976). la product.ion induSt.rlelle ne
pectinase est réalisée par +ermentat.lon en milieu solide. Les
microorganismes utilisés sont dee champignons Tilamenteux de trois genres
di*~érents : Aspergillus 5p., Penicillium sp. e~ BotrytIS sp,

Les enzymes produites sont employées principalement dans trois
types de process agro-alimentaires : l'ext.raction des jus de Truits (lyse
des paroies cellulaires pour Taciliter l'extraction), la clariTication des
jus de Truits (PréCIpitatIon des substances' pectiques) et enfin la
macératIon des Tyuits (obtention'de nectares).

3 8
) 2onclusions

Sur les 36 souches que l'on a pu trouver dans la litérature, 14
appartIennent au genre Aspergillus et parmi celles-ci Il sont des
Aspergillus niger. Cela met en évidence que le genre Aspergillus a depuis
longtemps attiré l'attentIon des che.'cheul's pour ses activités
pectinolytiques. Plus particulièrement A.nige.' est connu comme étant une
souche très pectinolyt.1Que et d"un gyand intèret. industriel car Tortement
productrice d'endo et eKopolygalacturonases ainsi que de lyases.
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L; !i:r j nLEJtt

1- Les mic~oo~ganismes

L'ensembl& oes cha~PlgnonE ~ilamen~eu~ oe la collection
DR8TOM-UAM a été isolé soit a oa~tlr de pa~tie5 de la olante du
ca-feieo", SOlt su~ deE échantillons de sol oes zones 0<:: les
p~élevements ont été ~éalisé5. Il s'agit conc oe souches Qui sont
natu~ellement p~ésentes cans l'écosysteme du ca~éle~. et donc capables
de c~oit~e su~ un subst~at il base de ca~è.

Ces souches ont ensuites été pu~i~iées a deux ~emoé~a~u~es di~~e~en~eB

(25 et 3S"C>. su~ des milieux géloses il base de jus de ca-Fé (Angeles>,
et ensui~e conse~vées su~ les memes milieux au ~é~rlgérateu~ pendant
enVl~on un an. On a ainsi appllqué une p~ession de sélection qui a
permis oe conse~ve~ l'aptitude physiologlque des souches enve~s un
subst~at caTé.

iQsoeraillu=, niaer CH4 a été choisie comme ~é~é~ence, pou~

ses bonnes aptitudes a ia p~oduction de pectinases pa~ i'e~menta·tion en
mi.lieu solide SU~ pulpe de caTé (Sol is Pe~ei~a, 1988:.

2- Les mllieu,· de culture

Au COU~5 de cette étude. nous avons été
Quat~e milieux de cultu~e di~-fé~ents:

2-1 : Mi 1 ieu papa de"t~05e aga~ (PDA Sigma)

amenés à utillser

Ce milieu de culture a été utilisé pou~ le ~epiquage et le
maintien des souches, les études de c~oissance apicale et aussi comme
milieu de spo~ulation lo~s de la p~épa~ation d'inocu]um.

FOI"mule pour 1000 ml d'eau distillée:
!nTusion de pomme de te~~e 200g
Dextrose 20g
Aga~ 159
pH -final 5.6 ~ 0.2

Stéd] i sé l5 mi nutes il- l21 ·C.
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2-2 : MI : Milieu gélosé a base de pe~tine

Le milieu de culture utiliaE! contIent seulement 2g de pectine
par litre. alors que le milieu initial en contenait 20. Il permet -de
plus 'de' "'lsualiser directement les halos de pect:inolyse, en 48 heures,
Gans aVOlr, a ajouter d'indicateur ~olor~, et sans avoir a utiliser
deux couches de milieu comme cela était fait jusqu'alors (SDLIS
PEREIRA 1998).

Composition du milJBu
PectIne citrlQue
Ut-ee,
(NH4) 2501-
Agar
H3P04 0.1 M pour
Eau du robl net

Rapport C/N = 14.7
StérilIsé 15 mInutes

gélosè d Dase de pectine:
oe' mat-Que SIGMl; 29

0.C5g
O. 15g
20g

rectifler le pH à 5.é
1000 m,

à -121 ·C.

2-3 : MIl: Milieu liquide à base de pectine

Ce milieu de culture ne contient que de la pectine comme sourçe
de carDone et uniquement de l'uree comme source d'azote. Il BSt
destiné à mettre en évioence la balsse de viscoslté due à l'activité
pecti noly,:t.i que des souches Qui seront: testées.

Composition du milieu liquJoe d base de pectine
Pectine de marque SIGMA: 20g
Solution mInérale:

- U,-ée 0.5g
- NaOH N: pour rectifler le pH à 5.8 6.25 ml
- Eau du robinet : 1000 ml

Stérilisation fractionnée:
1) Stérilisation à l'autoclave 20 minutes à 121"C,

des solutions eau + urée et NaoH N, et de la
seringue de distribution.

2) Addition de la pectine en conditions
stériles (sous bec bunsen).

3) Stérilisation du milieu ainsi préparé, à 70"C
pendant 30 minutes, au four micro-ondes.

4) Répartition de 30 ml de milieu dans des erlenmeyers
de 200 ml, avec la seringue ~e distribution
stérile. ~t en conditions stériles (sous bec).



spores Ig de pulpe sèche

Il

2-~ : FMS : mIlIeu de FM6 oe pulpe Oe ca+é

G~ milIel' st.ait. destiné, d'une part â comparp,' les OIctIvités
pectlnolytiQUBS des souches testées. et d'eutre part a nous ~ourn1r

une Informetion qui nous permette de critiQuer les étapes antérieurs.
oe sélection lFMS),

Composition pour JOO 9 de pulpe A 70% d~humidjt~

Pulpe sèche : 34g
SolutIon minérale

Urée : O.Sg
Sul+ate d'ammonIum: 3.39
Eau du robl net. : 30p

- Acide.phosphoriQue 0.1 M pou.- OIJuste" .le pH -.li 4-.8
La solution minérale est OIJoutée a la pulpe pou.- consti~uer

sUDstrat à 50% d'humfdité Qui est stérilis," â 11SoC pendant 30
minutes.

Suspension de spores dans de l'eau du robinet stérile
contenant 2. 10...

3- Les conditions de culture

3--1 : Rep i Quage des souches

L'inoculation
en pilullie,.s, Les
d·isolement, c'est à
heuree..

a été réalisée .li l'oese,sur des milieu~ répartis
cultures ont été incubées - aux températures

dire soit à 2SoC soit .li "3S oC. pendant au moins AS

3-2 : Sélection sur gélose (MI)

L'inoculation des milieux à base de pectine lMI) s'est. +aitèen
sur+ace à l'aide d'une oese rectiligne, Comme précédemment, les
souches testées aihsi que le souche de ré+érence ont été incubées
dut-OInt 48 heures à température d'isolement l2S ou 3S0C).

3-3 : Sélection en milieu liquide (MIl)

Les milieu~ de culture (MIl> ont été inoculés avec une
suspension contenant environ 10& spores/30 ml. Ces milieu~ ont
ensuite été placés sur un agitateur llS0 r.p,m.> -incubés pendant ~O

heures .li la température ambiante (2S à 2S0C).

3-4 : Sélection par F:M.S. de pulpe de caTé

Les cultures ont été réalisées en colonnes (ROUSSaS, 1985). A
cette Tin, on a introduit 20 9 de pulpe de ca+é prétraitée et inoculée
avec les spores du champignon choisi <2.10" sp/g). La densité en
colonne était de_O,S g/cm, les colonnes incubées à 2S ou 35"C, pendant
46 ou 72 heures. L'aération était de 41/h/colonne,



souche de
pect.in01yse

Il

~-i : 6électlo~sur gélose lMl)

Pour pOUYOlr comparer les souches t.estées à la
réfé"ence, on a Ch01Sl de consîdéf'er la 't.aille du halo de
comme. lndlCat.eur' o'sctill.it.é.

Ne:arimolns.. les ensemencements et les densi.tés oes colonies
"'et.a·nt pa:s unifoyme5 d-une souche è. l·au't.re, On a aussl decidé lie
~en:'"' cOlllpte de la taille de la eclonie." .on a cone mesuré le oiam'être
d .... halo (Hi), le dlamèt.re de la colonle (Ci) e~ ensu:~e e~abl, le'
t'·aDPOt~t. Hi .'C-~. F'ou," 1do souche dE ré-fEH"ence Asperqi li U:
n;aer CH4 oro a ~rls : Hré~/Cré~.

Fou~ exot"'~me!~ le caracte~e cectinolytlcue oes souches testées
par .-apoort a celUI oela ye-fevence. on a é't.abl: le coe-f-f15cient A'~

: pourcentag-e d'actlvlte supplement.alre pa." rapport. ,; la ré-l'erence

A' (~,) <Hl/Cl - Hré-l'/Cre.ç) / (Hré~/Crè~'

A' (A.nlge.. CH4) 0

4'-2: Sélection' en milieu liqui,de (Mil)

'POu.r e.-f~ect";'e'r 1e classement 'oes souches test.ées. en ~onct ion de
leU'" activité, .,ectinolyt.itiue en ,milleu liquide, nous avons prlS <Jeu,",
~ac~eurs, en consldération,

w"U<'Ie l:klt"~ l,a viscosit.e du milleu' de, culture aprés 40' heures
d'incubationde la souche cdnsioérée, et. d·aut.re part. le pr; CE ce
llIllleu.

Néanmolns, la fialssE de viscosit.é ét.ant le -l'acteur ,le plus
repré15entat.i,-l' de l'activit.é on lui a oClnné priorité sur le pH pour
e~-fectuer un classement qualltati~ des souches par rapport. à
ri. nigE'r CH4, <not.re ré';:érence). Ainsi, pour classer les souches
on calculera la di~~érence de vlscosité avec ~.njq~r

tll.jJ. = pré~. - /ol.i), et. pour t.rier de.uy, souches ayant. I·e m~me' 6r
on t iend,"a compt.e de 1a, dl ~~é,rence de pH avec tl. ni qer

CH4 (ll.pH = pHréL - pHi).
Les deux essais réalisés pour chaque souche ont ét.é ~jltrés

grossiè,·èmant (gaze) et mélangés. Le pH des mélanges a été mesuré,
puis la V1S'COSlté sur deux. prises d'essals de 19 11'1 à l'aide d'un
viscosimètre de t.ype SrookFleldR.V••

Enfin, avec ce syst.ème de classement les souches p~ésentant. un
6f4. posi t.i f. l1Aat"ont. cons i derEles comme ayant un's acti v,i té pect. 1"10 1yti que
s,!pé~leUt·e a celle de la t"é~érence et seront retenues. A l'inverse
POU'" lee; SOuches p."ésentant. un AI-'- néç;ati';:, elles seront. pa." la
sUlt.e éc,a,.t.ées.
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4-3 : SélectIon pa~ F.M.S. de pulpe de ca~é

Pour CDmpa~e~ les actIvités pectlnolytiques des souches Que
a ~3it c~ottre sur pulpe de ca~é, on a extrait les enzymes
pressaQe et ensuite détermi~é les activités de dépectini6ation de
échanti lIons.

l'on
,par
ces

Pour l'extraction, nous avons additionné à la masse de pulpe
~e~mentée une quantité éqUIvalente d'eau distillée. bIen homogénéisé
et pressé à 1000 psi'. Le JUs e><t~ait a ensuite éte remélangé au
"gateau", et le tout presse une deu><ième ~ois a 1000 psi.

Pou~ mesurer l' acti vi té pecti nol yti Que des extraits nous avons
utilisé une méthode viscosimétrique.

Celle-ci consiste à considére~ au' une U.D. (Unité de
Oépectlnlsation i torrespond à une baIsse de Viscosité de 50 Y. d'une
solutIon de pectine à 2 'l., en 10 minutes. Cette méthode a été utilisée
dans les conditions suivantes : Une température de ~5 ·C, une prise
d'essai de 1 ml·d'ext~ait dans 18 ml de solution de pectine M.R,S, de
mar~ue G~insted è 2 'l. dans un tampon à pH 5.5, la mesure étant
réalisée avec un viscosimètre ~e type BroDk~jeld R.V•.

Pour chaque échantillon 'dont on voulait connaitre l'activité, on
a réalisé les dIlutions nécéssaires pour qu'un ml '~a5se diminue~ de
50 'l. la viscosité de la solution de pectine M.R.S •• en une période de
temps comprise en~re 7 et 11 minutes. En e~~et, il est très di~~icile

d'obtenir la dilution qui permette d'entrainer une baisse de viscosité
de 50 'l. exactement en 10 minutes. Par ailleurs, dans l'intervalle de
temps cité et dans les conditions décrites, la diminution de là
viscosite en ~onction du ternes est linéaIre (CASANOVA, 89l.

Les, actIvités pectfnolytiques ont été s><primées de deu>< manIère:

AI : En UDf ml de jus ~iltré, QUI co"'respond à l'activité
mesurée.

AIl En UDf 9 de pulpe ~ermentée,qul.est calculée

AIl (Al * JFI 1 P

4-.1; : Bïlan de matière au cours de l'e><traction

Pour conna~tre les pertes qui surviennent au cours du pressagé
et. de la -filt ... ation nous avons réalisé un bilan de matière su ... lé
subst ...at pressé (pulpe ~e"'mentée et eau ajoutéel.

Pour cela. on a pesé (à 0.01 présl pour chaque échantillon:
la masse de pulpe fermentée (Pl,
la masse d'eau ajoutée pour le pressage (El.

- la masse de jus e><trait aprés les deux pressages (JI,
la masse du gateau de prèsse (Gl,

- la masse de jus filtré récupéré (JFI.
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i.,.OU5 avons. ens ... l't!:::: c:alc~lé POU'- ::r-,aQue ecnant.l J 1or:. !B= pertes
OE: matlerE, couY le c~·essage e-:' là -filtra~~o:-., et. les avons exp .... lmees
en pourcentage de la masse (eau - puipe ~ErmentéE) que nous aVl0ns
préssée..

Pertes au cours du pressa~e :

Pp = ( (P - E"; (G - ~) j / CP - <:..

Per't.es totale:

P'I: '" C (F - E> ,- JF ; ('" -." -
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ESU~TATS t i D13C~5S IQ;,.

été repiquées, 20
tous l~s cas, il

mauvais état de
était f'Çlrtement

Table. 1 Liste des souches de collection, écartées
au cours du repiquage sur PDA,

V 30 A 35 C 3 B 25 C 11 C 25
V :51 A 35 C il S 25 V 1 8 25
V 32 A 35 C 8 B 25 V 12 B 25
V 1 A 25 C 13 B 2S V 22 B 25
V 3 A 25 C 23 8 25 V 34 B 25
V 5 A 2S C.24 C 35 C 38 B 35
V 12 A 25 C 27 C "!oS

1- Sélection au repiquage

Sur les 268 souches de la collection~ui ont
ont é~é écartées au ,cours de cette étape. Dans
s'agissait de souches qui se trouvaient dans un
conservation, c"est-à-dire que le milleu de cul~ure

désSéché. et le mycelium pratlquement i",xistant.

1
~

l
1

i
!

2- Sélectign gélose (MIl

2-1 : Mise au point du milieu de culture

Le milieu de culture mis au point pour la deuxième étape de
sélection, devait répondre ê deux exigences:

- Etre sélectif' pour les souches pectinolytiques,
Permettre une visualisat~~n facile de l'activité
pectinolytique.

Les types de pectinases produites par les microorganismes et
surtout les quantités respectives des di~f'érents en~ymes, étant
spéci.fiques du substrat (SOlIS PEREIRA, 1988)" nous avons tout d'abord
pensé qu~ le milieu le plus adapté serait un milieu à base de pulpe de
caf'é. La'mise en'évidence de l'activitépectinolytique se f'aisant par
révélation du halo de lyse, à l'aide d'un indicateur coloré <iode)
(-SQLIS PEREIRA 1989>. Néanmoins, en raison de l'opacité des milieux à
base de pulpe de ca-fé, les essais réalfsés dans cette direction se
sont avérés in-fructueux, ~car· la visualisation des halos, était
ilJ\J)Dssible.



Or, a donc déc 1ae 01< s -.or 1 ent.e' vers un mi 11eu synthétique .Il" base·
0'" pect.inE' commerciale. POU'" cela. noUE eomm6eo partiE" d9 1.
compositl0n· dU milieu utillSépay S.PEREIRA auquel nous avom; apporté
)e~ modiflcations suivantes:

Suppression des ollgo-éléments et. remplacement de l'eau
distillée pay de l'eau du robinet..

remplacement du Na2 PD4 pa' du H3PD4 comme correcteur de pH,
- correction des quantités de (NH4)2SD4 et d'ÙREE pour

atteindre un rapport C/N de l'ordre de 14, en choisissant de se placer
.Il un rapport NH4/Urée de :s pgur atre certain d'obtenir'" une
acidification du mi'lieu favorable' à l'expression des activiUs
pectlnolytiques (A.H.ROSE 1980),

- choix d"une pectine. plus pure. c'est-,ll-dire ayant un· taux de
sucres réducteurs libres inférieur à celui de la pectine employée
jusqu'alors,

et enfin optimlsation de la quantité de pectine nécéssaire'
pour une visualisation facile des halos' de lyse <essais réalisés avec
20 g/l, ~O g/l, 5 g/I, et 2 g/l).

2-2 : Résultats de ~roissance sur "1

Au cours de cette étape, on a pu classer les souches en 4
groupes présentant les profils.de croissance Suivants

- .Des souches ne présentant pas de crOlssance ( Ci = 0 ) .et
qui ne doivent donc pas disposer d'équipement enzymatique leur
pérmettant d'utiliser la pectine ou ses sucres constituti~s ( acide
galacturonique, galactose, a ....abinD.se. xylose •. rhamnose••.• ) co_
source de carbone.

Des souches présentant une croissance, mais pour lesqueilee
nous n'avons pas observé' d'·halos de lyse sur le mili!!U utiliSé
("Hi/Ci = 1 J. On peut bien str psnser que ces souches ont un
çaractère pectinolytiquemais qu'elles ne sécrètent pas d'enzymes.
Néanmoins, compte tenu des conditions de stérilisatiDn du milieu (
121"C pendant 15 minutes), le substrat pectique a du subir une
hydrolyse partielle. entrainant notamment la libération des unités
glycosidiques (galactose, arabinose. rhamno6S••• )· liées de manière
covalente en C2 et C3 des acides galacturoniques. Ainsi, ces souches
ont probablement utilisé ces SUCres libres pour leur croissance.

-Des souches, pour lesquelles on a pu observer un halo de
lyse autour des colonies et qui produisent donc·~ort probablement~ .des
exo-enzymes peçtinolytiques (. Hi/Ci > 1 ). Parmi celles-ci,
çertaines présertaient une activité supérieure ou égale à celle de Ja
réfé',"ence ( A' > 0 ). et d'autres une activité 'i n~érieure

1 A' ( 0 ).

A ce stade nous avons donc pu retenir 22 souches dont
l'activité pectinolytigue~taitsupérieure Ou égale à celle de
1a ·'"éférence.
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Table rI Résultats Oe~ 8SSdl~ OE C~~ls5ance

su.... ml j leu rw::.

Cl ., 0 Hi/Ci = 1 Hl/Cl l

A'( 0 A'= 0 A'> 0

Nbr, de souches 12 117 97· 7 15

% du total 5 47 39 9

2-3 TrI sur des criteres de morphol09ie et ce
croissance apicale.

Nous avons ensui~e réalise un trI parmi ces 22 souches de
manière 0 ne conserver Que celles QUI nous paraissaient les plus
intéressan~es pour la suite de l'étude.

Pour réaliser ce trl, nous n'avons prlS en compte aucune donnée
relative à l'actIvité pectinolytiQue des souches. Néanmoins, lorsque
l'on dIsposait de deu~· ·souches de même nat.ure, il nous est paru
pré.ferable de ne conserver Que ·celle Qui avai t montré la croi seance
apicale la meilleure, En e.f.fet, celle-ci d.ISpos,iit il priori de
meilleures chances Que l'autre pour coloniser le milIeu. Bien s~r.
suivant ce raisonnement, on aurait Ou éliminer toutes les souches
ayant une croissance apicale in.férléure il celle de la ré.férence, et
ainsi encore restreindre la liste. Mais ne pouvant pas prédire le
compor~emen~ oe ces Sduches au cours de la .fermentatIon en milieu
solid~, nous avons déCidé de les conserver.

...
meme

dansQue les aouches Qui entraientAi nai, noua n'avons retenu
les cas suivants :

CRS n" l :. Souche étant le seul représentant du groupe de
souches conaidéré (Exemple de groupe de souches : V - A 25 ) marne si
Sël ct'oisaance apicale était in.férieLlre à celle de la ré.fét·ence.

Cas n" 2: Souche présentant une morphologie unique au
sein d'un ~me groupe de aouches, même si sa crOIssance apicale était
i n.fel-ieure à cel le de la '-é.férence.

Cas n" 3: Souche ayant la croissance apicale la plus
.forte lorsque l'on avait à· choisir entre plusieurs de
morphologie.



TablE' I~I

19

uescrlPtlon DLI 5vst.ème de Cl'1011< utll i5E' pour
effectue'- un tr1 "parmi 1e5 souches ayan':.
démontré une activité pect1nolytiQue
supérieure ou égale â celle de la Y-éference
Aspergillus niaer CH4.

G,-oupe Souche n" Moyphologie cr. apicale ChDix

A 1 X <CH4 OUI CaB .~. 1

1 >: <CH4 OUI Cas n" ;ji

B 2- V <CH4 NON
3 Y >CH4 OUI Cas n" :l

Le t~i e~~ectué à partir des résultats de Croissance aPlcale .~

des études morphologiques nous a permis de restreindre la suite de
l'étuoe à ~ulement 13 sgucne6 sur les 22 dèja sélectinQées.

Table IV : Tableau récapitulati~ôes 13 souches
sélectionnée à la suite De la deuxième
étape de sélection,

Soucnes Morphologie Croissance-_ap-icale A'A

V 16 A 25 Penicillium sp l in~é ... ieure à A.niger CH4 21
V 23 A 25 Penicillium sp 2 in~É!rieure à A.niger CHll 4
V 34 A 25 Penicillium sp 3 in~érieuYe à A.niger CH4 ib

C 14 A 25 Penicillium sp inférieure à A. niger CH4 19
C 16 A 25 Aspergillus niger égale à sup. à A.niger CH4 3

V 12 A 35· Aspet'gi llus niger égale à A.nige .. CHl! 10

V 22 8 35 Aspergillus niger égale à A.niger- CH4 0

V ~2 8 25 Asperg i llu5 niger égale à A.niger CH4 0

C 15 C 25 Peoicillium sp i n~ér i sUYe à A.niger CH4 0
C lb C 25 Aspeygillus nigey égale à in~. à A.niger CH4 34

C 158 25 Peni ci Il ium sp in-férieureà A.niger CH4 56
C 17 B 25 Aspeq~i llu5 nigey égale à A.nigey CH4 0
C 28 8 25 Aspergillus niger égale à sup. i; A.niger CH4 0



nous avons pris comme base ie
apPol-tant les mool.fic:ations

2.0

3- Sélec:tion en mil>eu liguloe (Mn;

3-1 MIse au pOlnt du milIeu de c:ulture et DE la
tec:hnique d'analyse

Ce milieu de.c:ulture. destine à la .trpislème étape de sélec:tion,
devait présenter les c:arac:téristiques suivantes:

- Ne contanlr Que de la pectine c:omme sourc:e de carbone ·pour
la croissance des souc:hes testées,

Présenter une Vi6C06i~é su~~is~mment Importante pour
permettre d'observer une baisse de visc:osité 61gnioflC:atlve due· à
l'ac:tivité pectinolytlQue des souc:hes testées,

Ainpi, pour le mettre au point,
milieu réalisé préeédemmenten y
suivantes:

- Multipllc:ation par 10 de la ouantité de pec:tinS pour obtenir
la viscosité requise,

- Multiplic:ationpar 10 de la Quantité d'Urée, et suppression
du suli'ated'ammoniUm, pour limlter l'ac:idi~ic:ation du milieu au c:ours
De la croissance des souc:hes,

Utilisat.ionde NaOH comme correcteur de pH,
AdoptIon d'une nouvelle tec:hniQue de stérilisatlon PDur

palier le probl_e de perte ·de viscositÉ' due à la denaturation
tnermique de la pectIne au cours de cette opération lcof. Matériel et
lBéthOCles) ,

. Les essais prélimInaires ont démontré Que la tec:hniQue c:hoisie
permêttait de conServer la viscosité initiale en obtenant un ·milieu de·
culture qui c:onservait une par~aite stérilité pendant les 72 heures
nécéssaires à notre étude.

Pour e~i'ec:tuer le c:lassement de souches en ~enction de leur
activité pectinolytique nous avons prIS en comete deux +acteurs :

- La visc:osité, car au cours de la c:roissance de souches
pec:tinolytiQues, celles-ci libèrent des enzymes pectinolytiQues Qui en
hydrolysant le substrat lui ~ont perdre sa viscosité. initiale. Ainsi,
on peut considére.r Qu'une .souche ayant entrainé une bC\isse de
v..iscosi té supér ieure à celle enregistrée aprés croissance de la
ré~érenc:e, possède une activité pec:tinolytiQue supérieure.

le P~. car au cours de la croissance des souches, la
dégradation de la source d'azote comme de la pectine entraine une
ac:idi-fic:ation du milieu de cultu,-e. Ainsi, le pH est aussi un
indic:ateur de croissanc:e des souches sur le milieu considéré. Par
ailleurs, pour des souches desti~ées à ~tre ~tilisées pour des
-fermentations en milieu solide, l"acido-tolérence est importante, En
e~~et. comme 1~5 .fermentations en miliéu solide SB déroulent en
conditions nDn stériles, on-est amené à t'-availler il des pH acides .(4
à 5) pour inhiber le dévelôPPEment des bac:téries. et .favoriser celui
$ l' i noc:ulum.
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Su.:t:E' b cett.E' Etape, dE- sélection, nOUf> avons 0", ét.abll'· Il'
=.ia'ssE'",ent. SuIvant. PDll.'- les 1:'. sDuches sélectiDnnées précédemment.

Table V Classement des souches testées en -fonction de leu~

activité pectlnDlY,tiQue par rapport .il la souche de
ré-férence A.niger CHoft.

Soucnef. uyèf - ui pHrè-f - pHi Classement CaracteristiQuB$
(ct.pDises)

V 22 E 35 +1 + 0.17 ç. ~. SDucnes ayant
C; 28 B 25 +1 + e.15 O. , une activite
C 16 ...; 25 (j :l- 0.17 C - ~ pectJnDlytiQue
: 1:: ;; ~= (; + 0.14 0.1 .. suoérieure .il,::,,_,

C 17 6 25 0 '+ 0.14 0.1 -'i A.niger CH4

C 15 :::: 25 -0.5 + C.14 C Souches
',' ~~ E 25 -0.5 ~ 0.17 0 6 avant une.
\: 16 A 25 -1.0 ... 0.15 0 7 . activit.é
Il '34 A ~~ -Le + 0.14 C· 7 pect,J noï'ytl queL~

V 23 A ..,~

-1 .. =1 ... 0.15 -O. :. e in-férieu.... eL ....

V.16 A 25 -2.ü ... 0.15 -'0.6 9 a . celle de la
V 12 A 3::· -6.0 + 0.13 -1.C> 10 réoférence
C 14 A ..,~ -54 ... CJ .. ~ ! -4. ç Il A.nigt;!r CH.t;_...1

A ce stace Dn OJSpDSe donc de 5 soucnes présentant one
activit.é pectinDlytigue 'supé~ieure ~ celle ~e la ré-fér~nce. De
plvs. or; dispose lci oe données net.t.ement. plus p":écisee qu.ee. celles
dDnt or; disposait à la suite de la sélection eG bDite de pét.~i. En
e-f-fet. bi~~ qUE' l'o~ ait pu ne -faire qu'un classement oualitatl-f,
celui-ci Est basé sur une mesure précise de l'activité pectinolytique
<Les B,Ot-eUrs abswlu.es s'ur les mesures de visCOSJté sont comprises.
entre 0.11 et 0.17 centipoisesl.

Pa~mi ces 5 sDuches Dn décidera de retenir C28B25, C16C25, et
C1SB25 pou,- l'étape suivante de sélection car l'un des buts DE' cette
étape était de met.tre à l'épreuve les deux premières techniques de
sélection utilisées. C'est-à-dire de voir'si le classement dessDuchee
que l'on Dbtiendra .après FMS, est semblable à celui obtenu' en milieu
liquide, ou à celui dé-fini c"aprèS les résultats, o'btenus en,bDite de
pétri. .

11 nous -fallait d::Jnc cnoisit- des souches ayant toutes été
isolées à 25"C, car la tempé~ature d"incubation ~ixée pou~ le milieu
FMS était de 25"C.
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Pa.- ailleu.-s.ll nou.s -fallalt ChOlSl'- un nomor .. .-èOult de
Bouches pour ~acilite.- l'étude en FM5. tout.·en prenan.. celles qui
avalent Donnè les mei,'eu~s résultats en boite de pétri, alnsi que
celles qui avaient les méilleures actlvités en milieu llqulde.

C28B25 car il s'agit
milieu llQUlde, et
plus -fo .. te actlvité
56 et 34).

On a donc choisi
meilleurs résultats ~n

elles avaient mont.-é la
étant respectIvement oe

4- SélectIon par F.M.S. de pulpe oe ca-fe

ce celle ayant o~nné les
C!582~ et ~16C25 ca"
en boite de Détrl (les A''ï,

,-

4-1 SelectIon pa.- FMS oe pulDe de ca-fé à 25°C

Pour des cuantltés équlvalentes de matériel Dresse, on remarque
que les volumes de jus -filt~é varIent suivant la souche par laquelle
la pulpe a été -fermentee. Parexemp'e. le volume oe JUS -flltre récupré
dans le cas oe C28825 est deux fOlS mOlns important que DOUr lë
pulas fermentee pa.- Hspel"qiJJus nJqel- CH4.

C·est-à-dlre Que les pertes sUI-venues au cours de l-extraction
sont cl-fférentes d'une soucne à ,'autre.

Notre but étant lC1, uniquement de comparer les activité
pec... nO'ytlques des soucnes testées. 11 au.-altété tres -fastloleUY .de
réaliser un bilan oe perte de matiere pour les 12 échantillons. Nous
avons par cont~e falt l'hypothese eue la matlere perdue a~ cours de
l'.extraction devalt aV01" sens1blement ! .. même compos1tlon,
c'est-à-dire enVlron lE m~me rapport Jus/pulpe. Cela reVlent à dire
que dans un cas ouJes pertes de matlére seraient égales pour deux
soucnes; que l'on exprime les résultats en UD/ml oe JUS filtré ou en
Uu/g de pulpe -fermentee, on obtienorait un rapport egal entre les deux
proouctions,

NOUE avons Oonc compare 'es souches en -fonct1on oe leu'- .activlté
pectinolytique, exprimée en UD/ml oe jus ~iltré.



~es~;~~:~ O~ :~ ~eie~~10r

pul~~ O~ cdf~. ~ 25~C.

Ecnan1.illon ActivIt~

à 72 h.
( UO 1 ml de

.1

ActIvIte moyenné
a 72 heures

JUs -filtré)

12.1 ..;. 0.:3
H. nlge.' CH4 Ci O. CI
A.nIge·' CH'!' Il.5 0.6
A.nIgel' CH~ '" 12. 7 ... 0.6

:.:. 15 E 2=: Co O. C'
C ",. ::: ...,e. 15.3 0.7'..J
C 15 E 2::. ~ 14.5 C. 7

;:; 16 C ~~ (. O.COL..J

;: 16 C 25 21. ::- 1.:
i6 C 25 .. 19.~ l.e

C 28 E: ~~ C' o ,.
L>O- .:..'= ë ...,~ ,.- ~.

~ ~-
., ............ _.-

C 28 B 25 43.8 .. 2.2

14.9

20.5 ~

t:.- ...,.... ......

v.lo.

r. <=
~.-

une aC~:Vlte netLemen~

l.~ fOlS pluE/,ai~ys Qye
pyocne oe ce~le

D'aj:,res ces ..esul tats. il .appara1t eue C28825 est la soucne
QUl p05seo~ la plus ~ortE pr90uc~ivlte en enzymes pec~lnolY~laue5 GU V

le' milIeu considé,-e (FMS;·. De plus cette soucne a 'une p..-oeuct.lvlte
trée net~eme·n~ superleure (envi,-on ~~~ fOlS plus) ~ celle oe notrE
souche de Y"é-féyence Hspe.·-qi liu: nJ gel" CH-4.

D·a~tre par~. t16C~5 obssece aU55~

supé~leure à celle de la ..é-férence (environ
C:SB25 d~nne UGë ac~iv:té

G' P,ccperoi J J usni ge'- CH4. .

Par ailleur6. si ]-on c!asse les tr~iE souches testées paY" o~d~e

De la plus ';:0 y te p"Oductlvité on peut place.- C2-8825 en pyerroière
~~sitlQn, 816C25 en oeuY1ème. et C15B25 en tY"ol5leme.

Compayons les classements obtenus POUy les tYOIS techniques de
sÊlec~ion employées :



ïacle v:;: Comp~rai50n Ou tla6Eemen~ O~ ~rOl~ SGUc~eE

en ~onctl0n de leur actlvite pect,noiyt'QUe
pou~ les dl~~é~entes technIques de séle~tl0~

utilisée~.

Soucne

C28925
::16S~=,

~15B25

En boite de oétrl En milieu liouide Er, F .~.S.

On constate que les classements des Soucnes e~ fonctIon De leur
actlvitè oer:t.lrtolvt.1QUe sant. loent.lcueE e r , mlilew 11Quioe e:. en
~ermentatlon solide. CeCl demontre que 1& te~nnlqu~ oe sélectIon en
milIeu 11q~10e est nettement plus pe~~o~mante Que la tecnnl0ue oe
sélection SU," milieu gélOSE. C'est.-a-dl~e. que les oeux c,-it.eres de
classement ut.ilisé en milieu liquide semaient aVOIr été Olen chOISIS.
Néanmoins. cela rest.e a confl~mer.

Par al11eurs, il parait normal d"obtenlr une jnformat.lo~ plu~

preclse a partlr oes resultat.s 'en milieu liqulde, plut~t. q~'a partir
de ,-esultat.s obtenus en boite de pét,-i c'a~, cans le premle,' cas, le
classement est basé sur une mesure CE l'actlvite cectlnolytlque. Ce
~~i n"est pas le cas cour les étuces su~ milIeu gélosé,

EnTl~, ij ~au~ noter que E~ ia tech~lque oe sélection en milIeu
:lcuide e5~ plus e~~;=aCE qUE i~ mé~nDoe 5u~ bOlt.e, celle-c~ est
beau'coup plus économl'que ca'- reqUIert dix fOlS moins oe pect.lne pour
le marne volume oe mll i·eu oe ~ul ture.

4-: PYQoucticn de pectinases ce C28825 et
~9A5D~rgil}L!s nige~ CH4. a 2SoC.

Si l'on tIent co~pte des résultats exprImés en UD/ml de jus
~lltré on peut con~irmer què C28B25 pos~ede oien une activité
pect:n~lytlque sup~~ieu~E De 3 ~ois 8 ce]le de la souche ne référence.
Fa~ contre pour les résultats eXpvlmes en UD/g de pulpe ~ermentée,

(c~e5~-a-dire ceux ou l·on tient CD~pte des pe~tes de matière au cours
de l'ext,"action) la ol~féyence est seulement de 2.



-:aole Vl:l Com~oralson des a~tlvl~éE pe=~lnOlytlQUeS de
C:::BB::!~ et Rsoperq111us mge'- CH4.

un Iml oe jus filtre UD /g de pulpe fermentée

Souche Act. moy. Act. moy. Act. moy. Act. • moy.
à 48 h. à 72 h. à 48 h. li 72 h.

1
1

A. niget- CH4 7.7 + 0.2 13.0 0<- 0.3 6.0 + 0.2 10.5 + 0.3

C 28 B 25 23.2 + 0.6 .42.2 + 1. 1 1l.8 0<- 0.3 21.6 + 0.5

proG.C28B25
3. :. 2.C.

prod.A. n.CH4

Les pertes au cours de l'extractlon pour la pulpe fermentéE par
C28B25 sonéenVlron le double de celle observees Dans le cas
d'Aspergillus niger CH4. Il y a trois fois clus de pertes au pressag~

e~ ellss son~ ou meme ordre à la filt.rat.ion.
Neanmoins, n'ayan~ pu déterminer exact.ement la comcosition de la

mat-lere peroue au coure du p,-essage (fuites, et rapcort jus/pulpe
impossibles à évaluer) nous ne pouvons afflrmer Que .celle-cl soit
composee pOUl'" moitié de JUs et pour moitié de pulpe.

On ne peut Cane pas dlre Que lOl'"squel'on perd deUx fois plus de
matière. on perd en faitoeux fOlS plus oe JUS.

Nous nous en ti endrons cane aux résul ta-r.s expr l mes er, UDf g. de
pulpe ~e~mentée : C28B25 produj~ enVl~on àeu~ T01S plus de
pe:::tinases gu'?lsperqillus nJqer CH4.
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Bl~a-· :;~~ t)t?'~:'eE 012 r03":.jS'"€ '.:J:'::t',E' ";:S:"""--=fi'tEo? '=~

JUS: au courE oe :'Bytl-actlor OEE De=~:n~5eb

oFoouit.es pat'" C:'BF25 et A.nlqe·" Cs...u;.

Pertes moyennes au cou,... 5 du pt'"essage
et de la f11t,..atl0n

~ er; ï. ae la masse ce pulpe -fet'"ment.ée '-et dOeau )

H. nlger CH4 - 26 B ..,c-
i... -~

P" 6.(; 1E. ,

P-'" 1~.: 18. :

P:. 20. :. 36. :

4-3 P,..oCUCtl0n oe pectinases oe V22835 E~

~'Aspet'"gillu~ nlg~· CH4. a 3~·C

Les étuoes en milIeu llQuioe ayant mont.,..é que V22B35 possedait
une- a='tlvlté oe';;::'lnc.lv't.~QUE superIeure ëo. ~ô t"eTet"'enct'" nous avone
déciclé oe la mettl"e a l'Epreuve en -fe,..mentation solioe, mais a sa
'tempet·atu~e d' lsolemen~ : 35~C.

Les Ye6ulta~E ce cet'te ~e~men~atlcn oemDn~rent QUE V22835
'possède bien une activ1te pectinolytloue supé,..ieut'"e à not'"e l'"éfè ...~nce,
en -fe,..mentat.lon solIde oe OUlPE OE c:ai'e. Sor, ac:tl\/l"-e e5:' enviy.on
trois -fois supe"-ieul'"e à celle d'{:jsperqillu5 nIq!?" CHLi.
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:'ornOë:at' ~ l sor, OeE élct.i V l t..eE. pec:t.l noj 'It.iQues o'E
V:'"""'E:": e! ~sP~'·Q~~· ill= '-;1 Gë"~ CH":.

---
Ur, lIT. j oe JUS' Liltré Ui:l Iç; OS' pulpe oI'ermen"ée

SouchE' Act, moy. AcL ma\,. Act. mOllo Ac". moy.
a 48 h. à 72 h. à 48 h. è 72 h.

A.nlgey CH4 13.'7 + 0.3 16.0 + O.L: 5.6 + O. l 6.9 + 0.2

'0

v -.., B 3=:· :;6.6 ~ 0.9 47.7 ... 1.2 16.3 T 0.4 18.9 + (; ccL_

prad. V2283:::, ., - :::.E'_.c

prod.A.n.CH4

PalO ailieu.-s. dans ce cas oro remarquer .. que Les pert.es de
ma"iewe ~ 0 1 , e,;"ract.io'l (Pt', sont du m~me ordre de ~It"anoellr povr les
oeu>: souenes.

~e ~lu5. Que ]'0'1 eMprlmE les activités er UD/ml de JUS ~iltr'.

ou. en UDfÇ de pulpe -fermentée. or. co;'en:ate dans'les deUl< cas, Que le
1-"ppO'~"" oe5 p,-oouct:lons Des oeuy. sOLl,cnes Bst eg,,; (2.8 -fOlS plUE pour
,,~22E3:1J .

uanE CE cas, ies pertes
pulpe fermentée par V22E3~,

t:lspergi l Jus ni qE.... CH4.

on~ donc é~é de mime nature pour la
E"" POUY celle -feymentèe pa.-

'Table XI : .Ei Ian des oe'-t:eç;. d8 matiét-e (pulpe -fe~-mentée e't
jus) au cours de l'ext.-action des pectinases
produi tes pa'- V22B?;5 et A. ni ge'o CH4.

Pe.-tes moyennes au COUrS du pressage
et de la ~i It.ration

( en 'l. de la m\3.5Se de pulpe .feymentee et d'-eau pressee )

A. nige,' CH4 ,v 22 B 35

Pp 10.5 11.3

-
p-/, 12.8 - 16.7

Pt. ~~ ~ 28.0L·";' • ....~
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268 soucnes

Collectlon UAM-OR8rOM

C,.oissance au repiquage

T,P;l 6lU- ces =t~~t.ereE ce:- morphologie
et oe c~olssance apicale

qW"' eo;,;_?

: (
@I

1 . .

Î 1

B
1 1

1 1

1--'CV 11..------:..-__-.--__---.---1 1 .

1 1

1 @ 1

1 1

S.élections pa'- -fe~mentation 1 1
'en mi lieu sol ide f-------- CV 1

L.-__--.--__~ 1"-

L~

Sélection en· mi lleu llo~li c:i~ (M!!·'
souctles·ayant une activité pectinolytiQu~

6upé,.~eure à Aspergi llu5 nige'- CHio

Sélection en bolte oe pét'-: ("': ~

souctles ayant une actlvite pectlnolytiQue
sUPé,.ieu...~ ou égale. celle d·A.nlge p CH4

Fig. 2 Récapitulation cies di-fférentes étapes de sélection
utilisées pour sélectionner des so~che= de
champi gnons_ fi l èlmsnteUl<. en vve· de p ...ooui ... e des
pectlnases par -fermentation sel ide cie pulpe de café.
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