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. La sélection de deux souches d’ Aspergillus niger donnant une
production de pectinases, supgrieure a celle de la référence
Asperqgillus niger CHA4,par fermentation solide de pulpe de

café, a été reéalisée en gquatre étapes.

Les souches de champignons filamenteux de la collection
‘UAM-DORBTOM en mauvails fAtat de conservation, ont &té éliminges au cours
du repiquage sur milieu PDA.

L Une sélection en bpite de petri, sur un milieu gélosé comportant
.uniduement.de la pectine comme source de carbone, a peraric d'isoler
par mesure du halo de lyse, 22 souches presentant une activite
pectinolytique supérieure ou €gale & celle de 1la référence. Sur des
criteres morphologiquee et de crouissance apicale, 13 souches parmi les
22 sélectionnges, ont été choisies pour subir la sélection suivante.

Celle-ci, basée sur la mesure de la baisse de viscosité et de
pH, aprés croissance des souches sur un milieu liguide avant comme
seule source de carbonne de la pectine, a permis de retenir S souches
présentarit une activité pectinoclytique strictement supérleure & celle
a’ ns rgillus niger CH4.

Aprés fermentation en milieu solide sur pulpe de café, les 2
souches présentant 1a  plus . forte activité pectinolytique ont été
retenues. : . :

SUMMARY

Four steps were necessary to select two strains of Aspergillus
niger producing more pectinases than the reference Aspergillus
niger CH4, by solid state fermentation of coffee pulp. .

Among the filamentous fungi strains from the UAM-ORSBTOM’s
collection, thase which were in a bad state o¥ preservation were
eliminated during the bedding on PDA medium. .

A selection in pétri boxes, on a gelyfied medium that only
contained pectin as carbon source, enabled us to isolate by lysis blur
measures, 22 strains presenting a pectinolytic activity superior or
equal to that of the refexence. For the following selection step, 13
strains out oFf the 22 previously selected, were chosen on apical
growth and morphological criteriums.

This selection, based on viscosity and pH diminution, due to
fungi growing in a ligquid medium only containing pectin.as carbon
source, allowed us. to select S strains that had a pectinolytic
activity strictly superior to Aspergillus niger CH4's one.

After solid state fermentation tests on coffee pulp, the two
strains that presented the most important pectinolytic activity were
kept.



Dans 1'industrie du café en Amérique Lating, yéux méthodes de
traitement de la cerise de café sont employées: la voie séche et 1la
-voie humide. La premiére demandant de lourds investissements en locaux
et main d'oeuvre, dans les pays d”Amérique centrale on lui préfére la
seconde. Celle —-ci comporte quatre étapes principales: le dépulpage
gui vise A& seéparer les cotylédons de 1la chaire du Ffruit, la
fermentation naturelle qui consiste en une digestion du mucilage par
la flore pectinolytique naturelle du fruit ,le lavage,. et le sé&chage.

La qualité du grain de café en Fin de process, ainsi que
1’ homogénaité de la production dépendent en grande partie de la -bonne
conduite de la fermentation naturelle. En effet, des irregularites
dans le degré de traitement des grains. au niveau des tanks de
fermentation, entrainent inévitablement des variations dans la qualite
des grains pour la totalité de la production. A fin de mieux controler
cette étape de démucilagination, certaines entreprises ont choisi de
.la réaliser par. voie chimigue. Néanmoins, les €tudes préliminaires
réalisées par les équipes -de 1l1la U.A.M.] indiquent que 1la voie
boichimique peut aussi etre choisie avec succes.

Ainsi, l'utilisation de solutions d’'enzymes pectinolytiques au
niveau de la fermentation des grains, permettrait de mieux maitriser
cette étape, et constitue donc une alternative trés attrayante pour
les industriels du café au Méxigue. . ’ :

Neanmoins, ces enzymes sont ch&res car importées d’Europe ou des
Etats Unis. Par a:lleurs, chaque année des quantités considérables de
pulpe de café {(déchet du depulpage) sont produites au Mexique et ceci
constitue un reésidu -trés encombrant et polluant augquel il serait
nécéssaire de trouver un débouché. :

Une maniére de résoudre s:multanémment ces deux problémes est de
produire des enzymes pectinolytiques, a4 1’aide de champignons
filamenteux, par ferméntation en milieu solide de pulpe de café.

Des escais de ce type ont déjad é&té menés par les é&quipes de la
uv.A.M, et actuellement un travail d'optimisation est effectug au
niveau pilote & partir d’une souche de la collection internationale
Asperqgillus niger CHA.

Drautre part, des essais d’isolement de mutants hyperproducteurs
de pectinases ont @été reéalisés,par action d'agents mutagénes sur
Aspergillus niger CH4, mais n"ont pas abouti. Ainsi, le but de
cette étude était de sélectionner,par des” techniques wmicrobiologiques
classiques, une souche de champignon <Ffilamenteux hyperproducteur de
pectinases et destinée 3 etre utilisée dans le cadre de ce programme
de recherche.
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1 LA PULPE DE CAFE’

1°) FProvenance

Au Mexique, comme dans de nombreux pays d°Amérigue Latine, le  cafe
est un produit agricole qui contribue énormement A& 1°gconomie rationale. tes
graine de caté'y sont obtenus & partir de la cerise. par la technigque 1a
plus répandue : la voie humide (fig.1). .-

La pulpe de ‘café est définie comme étant le déchet obtenu par suite
du depulpage des cerises. 11 s’agit donc de 1°épicarpe et de 1l’exocarpe oOu
fruit, alors que le .mucillage (mesocarpe) et la cogue (endocarpe) sont

- géparés des  grains (endosperme) au cours des atapes ultérieures o
traitement (fig.2). Enfin, ce résidu agrp-industiel représente une part non
négligeable du fruit : environ 40 % .

22) Composition chimigue de. la palpe

Dans 1e tableau -ci-joint on trouve une indication de cette
composition chimique, 4ui varie beaucoup en fonction de la variété, ©du soil,
de la région, des conditions de culture, et de 1’état de maturiteéer du +Fruit
traite. . . :

IR Pulpe fraiche .Béchée au solsil
Humidite 0 7607 12.6
Matiere seche (%) - 23.3 o 87.4
Protéines (nk6.25) (L) 2. 11.2
Fibres (0 . 3.4 21.0
Cendres (%) . . ’ e B 1.5 _———;t'.'» ———————————— )
Traisses o . . 0.48 2.5
Extrait libre drazote u . 18.8 aa.a
Pour la pulpe séche: pectines totales 6.5 %
. caféine 1.3 %
° sucres réducteurs 12.4 %

(D”aprée Aguirre, 1966. Bressani et col, 1972-1974,
Bressani et Elias 1976}



11 LES BUBSTANCES FECTIQUES

Les substances pectiques sont des hétéropolysaccharides (PM 30,000
a4 300.000) composes d’une chaine principale d’ac:ide galacturonigue
partiellement esterifiés par odes fonctions methyl. Un nombre variabie de
résidus rhamnopyranoses 60Nt accrochés 8 la chaine principale par leur
carbone 1 ou 2. Buivant la plante d'origine, un nombre plus ou moins grand
d’unités galacturoniques peuvent etre acétylées en C2 ou en C3.  Des chaines
latérales composées en grande partie de galactose, d”arabinose, et de xylose
sont lides ae mani@re covalente en C2 ou en C3 des unites palacturoniguss,
ou en C4 des résidus rhamnoses.

R Ainsi1, on constate la tres granaoe variabilite potentielle'de ce-
type de composés, pour lesguels le squelette d unités galacturoniques peut

varier entre 50 et 90% du poids ae ia moleécule.

111 LES PECTINASES

1°) Clsssification des enzymes pectinolytigues

Les enzymes pe:tinolyt;ques 58 répartissent en deux groupes @
— Enzymes de-estérifiantes : Pectinesterases
- Enzymes depolymerisantes :
Hydrolases (Hydrolyse)
- Endopolygalacturénases
~ Exopolygalacturdnases
Lyases (B-élimination)
- Endopectate lyases
~ Exopectate lyases

- Endopectine lyases
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= Fmctinesterases

s mode d'action

lce‘oz H3 £SO H oo COoR

'[ ",o ° °~o.’ +Ciyou
) =M

i description

Les pectinestérases sont synthetisees aussi bien par
les plantes supérieures, que pa- les champignons et les bactéries. Certaines
pectinesterases. de plantes sont trés bien connues. mals par contre cellee
des bactéries ou des champignons filamenteur tres mal.heanmpine on sait aue
ces enzymes présentent une grande variabilite suilvant leur origine. Par
exemple les poigs moléculaires peguvent varier de 30.000 & 400,006, 1es
popinte i1so-électrigues de B.4 & 1i, les oH optima d’activité de 3.5 & 9,
stc... One:z les moisissures, il existe encore une grande variabilité. Ainsi,
les pH optima d’activite sont ¢ pour Acrocylingrium sp. e 7.5 et pour
Coniothyrium diplodiella de 4.B (Kimura et al 1973:.

Z°) Endopolvagalacturonases

a) mode d action
e 3 coM . 1°°CH3 Coo U

° - ; o °
o V\ l J/=¥=D y 4-V[ /

b) description

Récemmment.,, de nombreuses endaopolygalacturonases d origine fargique
ont eté purifiess. Leurs poids varie entre 30,000 et 85,000 Db, leurs points
ispglectrigues entre 3.8 et 7.0, leurs pH optima entre 3.B et 6:5 ce gui met
en évidence la grande variabilité gui existe ici suivant 1le champignon
producteur ( Table 1 ). LCes enzymes sont spécifiques des polygalacturonates,
et donc le degré dfhydrolyse dee - pectines psr cet enzyme decrait
loregu’ augmente le degre d estérification.
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-5 VI1GCOB1MEL 1e @£ uUnSs METNDOE ANs:YLIQUE “Lres BERNEl1DIE  PpoOur
mesure- l'activite ges endogaiacturonases. OGver ces enzymes. une chute ' de
450w o ia viscosite specifigue d'une BOiILt10N Q& peEctates Ccorrespond 3
1°hydrolyse de seulement gueigues i11a1sons ' glycosidiques. Four differents

-
enzymes CE pourcentage peut varier, mems dans des cono:tions oe test

spigneusement. standardisées. Celas peut s’explipuer par des differences gans
les modes d'action de ces enzymes. En effeil, le mooe d'action  de
1’ endopectinase de Kluyveromyces fragilies est le suivant: attaque au hasard
Bur la chaine puis dissociation du complexe enzyme-~subtrat, liberation
d°oligogalacturonates qu’elle dégrade ensuite en pbiymeres plus petits, pour

fnfin obtenir une acgcumulatior ce c: et monogalacturonates (Phaf+, '1966).
Par ailieurs, celle oe -Colletotrichum lingemuthianum libere
preferenciellement oes tr: et digalacturonatgs comme premier produit
8’ hyorolyse, ainsi: gue comme produits finaux (Englisn et al., '1972).

Enfin, on & ause1l demontre oes ci:fferences entre lee composition
des sites actifs, et surtout la taille ges si1tes d’accrochage oes enzymes
aux supstrats (Rerxova-Benkova anc Marrvovic., 1576..

4*) Exppolypgalacturonases

a) mode d°actior
€ Hay © (ood (OO Ha CooH
A
4

o_l o © o\
=
7\ \ )

b) description

Les exopolypalacturonases se rencontrent aussi bien chez les
plantes supgrieures QuUE O0ans 1€ Tractue 1ntestinal ge nombreux insectes,
chez ies champignons, et certaines bacteries. Elles ont ur pH optimum de
i‘ordre de 5.0. sont stimulees par ies ions calcium et hydroiysent leur
substrat par un mécanisme multichaine (Pressey and Avants, 1973.1975).

Une exopolygalacturcnase d’Aspergillus niger a &té decrite, ain6i
gu'une enzyme d'Acrocylindrium sp., (Heinrichova and Rexova—-Benkova, 1976 et
Eimura ang Mizushima, 1973), et sucune preférence nestte vis & vise de la

longueur des chaines du substrat n’a pu etre mis en évidence.



a7 mooe g action

oou oo H o o oOH
l § ’I l/ V
/o o o == l,c ) + . j{/o
1 7

b: oBsCription

Cee enzymes sonT Croduites par ies bacteriese. e: par queloues

crampilognons - pathogénee des plantes. El1les ont toutes un pH optimum treae

elevé (6 & 9.9}, et un besoin absolu en calcium pour leur actaivité.
L'attagus par B-e@limination entraine lo formation ode vroduits poesédant une
gouble liaison enure les carbones 4§ et S. La conjugaison oe la double
liaison avec le groupe carboxyle en C5 engenare un maximum d’apbsorbtion a
235 nm. On peut donc facilement mettre en @&vioence 1’actrivite pectate lyases
avec un spectroohotomatre H.V., le coeff. d'erxtinction molaire érant de 4600
em .mmol (Macmillan and Phaff, 1966). Leur activite sur les pectates est de
nature & Faire diminuer 1la veicosite en fonction du nombre de 1liaisone
glycosidioues rompues. Par ailleurs ler différencas qui existent entre oes
enzymes ¢ origine variable, 8t celles auil existent pour la meme shzymg Oans
nes conditions expérimentales differentes (pH, T°), indiquent un mécanisme
d*attaque multiple (Romboute. 1972).

‘&%) Ewxopectates lvases

3) mode d’action

H oot oot oot
o J' : o
2 [ r +
’ ’

b? descripbtion

Cette erzyme est 1'unique A& Gtre produite par quelques
mi1croorganismes tels gque: Clostridium multifermentans, Erwinia sp., Erwinia
disolvens, et ©Gireptomyces nitrosporeus. les polymethyl- galacturonate

~metnyl.glycosices ne scnt pas ou tout attaoues par ce type d'erzymes, et les
pectates sont préférés aux pectines. Les pH optima qui ont &té decouverts
sont asse:z hauts (B & 2.9)
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FUBar1um OrysROruUm I Btranc et a3l. (157¢)
Rhizoctoria Fragarz;;’] Cervone-et al. {(1977,1978)
Rhi1zopus arrnizus . Liv ang Lur (1978°
Trichoderma komngii I Fanell: et al.(1578)
verticillium alho—atrii Wang et Keen (1970)

c} Productrices d’Exopolygalacturonases

.Aspa?gillus niger Heinrichova and Kkexova—Benkovae
{1976
Acrocylindrium sg. Kimura et Mizushima (1973;

d) Productrices de lyases’

Aspergillus niger Albersheim and Killians (1962)
Aspergillus fonsecaeus Eostrom and phaff (1964s&,b!
Aspergillus niger Amado (1970)
Dothidea ribesia Knobel! and Meukom(1974;

. Aspergillius niger I Van Houdenhoven (1975)

. 11 .
Aspergillus 3japonicus lshii and Yokotsuka (1975)
Alternaria mali I hasui et al. (1976,
11

Hyphomyces solani Hancock (1976&)
Cephalosporium sp. Athallah et Nagel (1977}

2°) tes spuches les plus employees pour la production
1ndustrielle de pectinases. )

D’ apres Simon et Meunier (1976}, la production industrielle de
pectinase est realisee par fermentation en milisu solide. Les
microorganismes utilisés sont des champignons filamenteux de trois genres
différents : Aspergillus sp., Penicillium sp. et Botrytis sp.

Les enzymes produites sont employées principalement dans trois
types de process agro-alimentsires : 1’extraction des jus de fruits (lyse
des paroies cellulaires pour faciliter 1’extractian), la clarification des
jus de Ffruits (Précipitation des substances 'pectiques) et enfin la
macérat:on das fruits (obtention-de nectares).

3°) Conclusions

Sur les 36 souches gue 1°on a pu trouver dans la litérature, 14
appartiennent au genre Aspergillus et parmi celles-ci 11 sont des
Aspergillus niger. Cela met en évidence que le genre Aspergillus a depulis
longtemps attire l1’attention des chercheurs pour ses activiteés
pectinolytiques. Plus particuliérement A.niger est connu comme étapt une
souche trés pectinolytigue et ¢'un grand intéret industriel car fortement
productrice d’endo et exopolygalacturonases ainsi gue de lyases.
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1- Les microorganismes

{L’ensemble ges champignone filamenteu» -age 1la caollection
DRSTOM-UAM a et£ isolg spit 8 partir de parties de la wnlante du
cafeier, 801t sur dee eéechantillons de so! ses zones o les
prélevements ont été realises. Il s’agit donc oe souches qui sont
naturellement présentes dans 1’écosysteme du caféier, et donc capables
de croitre sur un substrat 3 hase de cafe.

Ces souches ont ensuites été purifiées a deur températures differentes
(25 et 35°C), sur des milieux géloses 3 base de jus de cafté (Angeles),

et ensuite conservees sur les memes milieux au réfrigérateur pendant

environ un an. On a ainsi appliqué une pression de sélection qui a

permis oe conserver l1’aptitude physiologique des souches envers un
substrat cafe.

Aspergillus niger CH4 a2 éte choisie comme référence, pour
ses bonnes aptitudes & ia production de pectinases par fermentation en
milieu solide sur pulpe de café (Solis Pereira, 1988).

2- tes miligur de culture

Au cours de cette étude ,  nous avons &tée amenés & utiliser
guatre milieux de culture différents:

2-1 : Milieu pagpa dextrose agar (PDA Sigma)
Ce milieu de culture a été utilisé pour le repiquage et le
maintien des souches, les etudes de croissance apicale et aussi comme

milieu de sporulation lors de la préparation d’inoculum.

Formule pousr 1000 ml d’eau distilleée :
Infusion de pomme de terre : 200¢g

Dextrose : 209
" Agar : 15g
pH final : 5.6 + 0.2

Stérilise 15 minutes & 1231°C.



2-2 : MI : Milieu gelosé & base de pectine

Le milieu de culture utilisé contient ssulement 2g de pectine
par litre. alors gue le milieu 1initial en contenait 20. 11 permet -de
plus de visualiser directement les halos de pectinolyse, en 48 heures,
sans avolr a ajouter d’indicateur colorg, et sans avoir a4 utiliser
geux couches de milisu comme cela était fait jusqu’alors (BOLIG
PEREIRA 1988).

Composition du milieu gélose 3 pase de pectine:

Pectine citrigue oe marqgue SIGM& @ Zg
Uree ¢ 0.C5q
(NH4 ) 2504 : 0.15¢
ARgar : 20g
H3IPO4 0.1 M pour rectifier le pH & S.¢
Eau du robinet : 1000 m:

Rapport C/N = 14.7
Stérilisé 15 minutes & -121°C.

2-3 : MII : Milieu liquide & base de pectine

Ce milieu de culture ne contient que de la pectine comme source
de carbone. et wuniguement de l1'uree comme source d'azote. 11 est
desting & mettre en éviacence la baisse de viscosité due & 1’activite
pectinolytigue des souches gqui seront testeées. :

Compasition du miliéu liquide & base de pectine :
Pectine de marque SIGMA: 20g
Splutiocn minerale:

- Uree : 0.5¢
— NaOH N: pour rectifier le pH & 5.8 : 6.25 ml
- Eau du robinet : 1000 ml

Sterilisation fractionnee :

1) Steérilisation a 1’autoclave 20 minutes & 121°C,
dee solutions eau + urée 2t NaDH N, et de 1la
seringue de distribution.

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

) Bteérilisation du milieu ainsi prépareé,. a 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).



Z-4 ; FME : milisv de FME oe pulpe de cafe

Ce milamu Stait desting, d une part & comparer les activites
pectinopiytiques des souchee testees, et d’autre part a nous Fournir

une i1nformation qui nous permette de critiquer les étapes antérisures
ge sélection (FMS).,
Composition pour 100 g de pulpe a 707 d’ humiditeé :
Fulpe séche : 34g
Solution minerale :
- Urée : 0.Bg
— Bulfate d’ammonmnium : 3.3g
-~ Eau du robanet : 30¢
- Acige phosphorique 0.1 M pour ajuster le pH & 4.E
L3 solution minerale est ajoutée a la pulpe pour constituer
substrat & S50% d'humidité gui est stérilise a 115°C pengdant 30
minutes. ) .
Suspension de spores dans de 1'eau du robinet stérile

contenant 2.10, spores /g de pulpe seche

3~ Les conditions de culture

3-1 : Repiquage des souches

L*inoculation a éteé réalisee & 1'oese,sur des milieux répartis
en pilulliers. Les cultures ont eété incubees . aux températures

d’ isolement, c’est A& dire soit & 25°C soit & 35°C, pendant au moins 4B
heures.

3-2 : Sélection sur gélose (MI)

{’inoculation des milieux & base de pectine (MI) s"est faite en
surface & 1’aide d'une oese rectiligne. Comme préceédemment, les
souches testées ainsi que 1la souche de référence ont-été incubées
dutrant 48 heures a température d°isolement (25 ou I5°C).

3~-3 : Sélection en milieu liquide (MII)

Les milieux de culture (MII) ont été inoculés avec une
suspension contenant environ 10 gpores/30 ml. Ces milieux ont
ensuite été placés suf uan agitateur (150 r.p.m.) incubés pendant 40
heures a la température ambiante (25 & 28°C).

3-4 : Sélection par F.M.S5. de pulpe de café

. Les cultures ont été reéalisées en colonnes (ROUSS0S, 198B5). A
cette fin, on a introduit 20 g de pulpe de café prétraitée et inoculee
avec les spores du champignon chpoisi (2.107 sgp/g). La densité en
‘colonne était de 0.5 g/cm, les colonnes incubées 3 25 ou 35°C, pendant
48 ou 72 heures. L'aération &tait de 41/h/colonne.
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&- Methodes d ansivse et Evpressz:or ge: resuita-ws

4-1 : Belectior sur gélose (Ml)

Pour pouvolr comparer les souches testees & la souche de
réterence, on a cho1si de considérer la taille du halo de pectinolyse
comme 1ndicateur’ d’activité. e '

Nzanmoi ne, les ensemencements et les densités oes colonies
n’ etant pas uniformes d'une souche & 1 autre, On a aussil decidé de
tenr compte de la tailie de ia tclonie. On a2 oonc mesuré le diametre
du halo (Hi:;, le diameztre de la coiome (Ci} et ensu:te etabl: le-
rappore HifCi. Four la souche de reference Aspergilius
niger CH4 orn 8 pris : Hreéef/Cref.

Four expramer le caractere pectinolyticue ces souches testees
par rapport 38 celul oe ia reference, on a e€tabl: le coeffiscient A" %
: paurcentage  d’activite supplementaire par rapport & la réference

A' (%) = (H1/C1 - Href/Cref) / (Href/Cref:

A’ (A.mger CH4) = O

4-2 : Sé&lection ern milieu liguide (MII)

‘Pour effectuer le ciassement oes souches testées, en fonction de
leur activité pectinolytidue en milieu liquide, nous avons pris deur
facteurs en considération. ) :

D ume part le viscasite du milieuw de culture aprés 4¢ heures

d’ incubation de la souche consicérée, et ¢ autre part le pH oe ce
mi1lieu.

h Néeanmoins, la +aisse de viscosité etant le factevr  le plus

representatif de 1’activité on lui & donné priorité sur 1le pH pour

effectuer un classement qualitatif des souches par ‘rapport a
A. niger CH4 (notre ré&tvérence). Ainsi, pour classer les souches
on calculera la différence de viscasite avec A.niger
tAp = préf. - Wid, et pour trier deux souches ayant le mBme Cy;

on tiendra compte de la différence de pH avec A.niger
CH4 (ApH = pHréf. - pHi).

Les deux essais realisés pour chague souche ont été Filtrés
grossiérement (gaze) et mélangés. Le pH des mélanges a &té mesuré,
puis la viscosité sur deux prises d essais de 19 ml & l’aside d'un
viscosimétire de type Srookfield R.V..

: Enfin, avec ce systeéme de classement les souches présentant un
& positif eeront considerees comme syant une activité pectinolytigue
supérieure a celle de la réference et seront retenues, A 1’ inverse
pour les souches présentant un AM négatif, elles seront par la
sulte écartées.



4-Z7 : Sélection par F.M.5. de pulpe de café

Four comparer les activiteés pectinolytiques des souches que 1’an
a fait croftre sur pulpe de café, on a3 extrait les enzymes .par
pressage et ensuite déterming les activités de dépectinisation de ces
échantillons. :

Pour 1’extraction, nous avons additionné a la masse de pulpe
fermentee une Quantité eguivalente d’eau distillée, bien homogéndiss
et prassgé & 1000 psi. Le Jus extrait & ensuite éte remélangé au
"gateau”, et le tout presse une deuxieme fois & 1000 psi.

Pour mesurer 1’activité pectinolytigue oes extraits nous avons
utilisd une méthode viscosimetraque. .
Celle—ci ;dnsiste a considérer  qu’une U.D. (Uniteée de
Dépectinisation? correspond 8 une baisse de viscosite de 50 4 d’une
solution de pectineg & 2 %4, en 10 minutes. Cette méthode a é&té utilisée
dans les conditions suivantes : Une temp#é&rature de 45 °C, une prise
d’essai de 1 ml.d’extrait dans 1B ml ce solution de pectine M.R.S. de
margue Grinsted & 2 % dans un tampon a pH 5.5, la wmesure étant
réalisée avec un viscosimeéire de type Bropkfield R.V..
Pour chague échantillon dont on voulait connaitre 1’activité, on
a realiseé les cilutions necéssaires pour gu'un ml fasse diminuer de
50 % la viscosité de la solution de pectine M.R.S.,en une période de
temps comprise entre 7 et 11 minutes. En effet, il est trés difficile
d'obtenir la dilution qui permette d’entrainer une baisse de viscosite
de 50 % exactement en 10 minutes. Par ailleurs, dans 1"intervalle de
temps cité et dans les conditions decrites, ia . diminution de 1a
viscosite en fonction du temps est lingeaire (CASANOVA, 8%).

Les activités pectinolytiques ont éte exprimeées de deux maniére:

- Al : En'UD/ ml de jus Filtré, quil correspond & 1’activiteé
mesuree. .
- AIl : En UD/ g de pulpe fermentee,qui est calculee

AIl = (Al % JF) /7 P

4-4 : Bilan de mstiére au cours de 1’extraction

Pour connattre les pertes qui surviennent au cours du pressagé
et de la filtration nous avons réalisé un bilan de matiére sur le
substrat presseé (pulpe fermentée et eau ajoutée).

Pour cela, on a pesé (& 0.01 prés) pour chague é¢chantillon:
- la masse de pulpe fermentée (P),
-~ la masse d’eau ajoutée pour le pressage (E),
- la masse de jus extrait aprés les deux pressages (J),
'~ la masse du gateau de preésse (G),
~ la masse de jus filtré récupére (JF).
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WOUE  aVONs ens.ite calculé pour cnague ecnaniilion, les  pertes
ge matiere, pour le pressage €t 1s filtrat:ion, et les avons exprimeées
en pourcentage de la masse {(eau -~ puipe fermentée) Que nNous avions
pressee.

Pertes au cours du pressaae :

Pp = ((P - E) - (&~ 3)) / (P~ g

Pertes totalecs :

Fr = ((F « E° = (5 <« JF;; 7/ (5 - Z*
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Fig. 1 : Schéme gé&néral de la technique utiliseée pour 1a sélection de
champignons filamenteux pectinplytiques, en vue cde produire des
pectinases par fermentation en milieu solide sur pulpe de cafe.
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1~ Sélection au repiguage

Sur lese 268 souches de la collection qui ont été repiguées, 20
ont été - écartées au cours de cette étape. Dans tous les cas, il
s’agissait de souches qui se trouvaient dans un mauvais #£tat de
conservation, c'est-a-dire gue 1le mil:ien de culrwure était Ffortement
désséché;et le mycelium pratiguement indxistant. '

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

V 30 A 35 C 3 B25 C 11 C 25
Vv 31 A 35 C 4B25 vV 1825
v 32 A 35 C 8B 25 VvV 12 B 25
vV 1 A28 C 13 B 25 V 22 B 25
vV 3 A25 C 23 B 23 V 34 B 25
vV 5 A2 C.24 C 35 C 38 B 35
vV 12 A 25 C27C 3

2~ Bélection gélose (MDD
2-1 2 Mise .au point du miiiau de culture

Lte milieu de culture mis a point pour 1la deuxiéme étape de
sélection, devait répondre 38 deux exigences:

- Etre sélectif pour les souches pectinolytiques.
- .Permettre une visualisatjion facile de 1’activité
pectinolytigue.

Les types de pectinases produites par les microorganismes et
surtout les quantités respectives des différents enzymes, £tant
spaAcifiques du substrat (SOLIS PEREIRA, 1988), nous avons tout d’abord
pensé que le milieu le plus adapté serait un milieu A& base de pulpe de
café. La mise en-évidence de 1’activité pectinolytique se faisant par
révélation du halo de lyse, & l1’aide d’un indicateur coloré (iode)
{SOLIS PEREIRA 1988). Néanmpins, en raison de 1’opacité des milieux A
base de pulpe de café, les essalis réalisés dans cette direction se
sont avérés infructueux, -car- la visualisation des halos. était
impossible. :
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On a donc decide e s orienter vers un milieu synthétique ?-base~
ce pectine commerciale. Pour cels. nous sommes partise de ls
composition du milieu utilisé par S.PEREIRA auguel nous avons apporteé
lez mpdifications suivantes : -
- Suppression des nl1go—éléments et remplacement de 1°eau
distillée par de 1’eau du robinet,

- remplacement du Na2 PD4 par du H3PD4 comme correcteur de pH,

— correction des guantités de (NH4)2SD4 et J'UREE pour
atteindre un rapport C/N de 17ordre de 14, en choisissant de se placer
& un rapport NH4/Uree de 3 pour etre certain d'obtenir- ~une

acidification du milieu favorable a 1’expression des activités
pe:tlnolythues (A.H.ROSE 1980), )

- choix d une pectine plus pure, c’est-a-dire ayant un taux de
sucres reducteurs libres inférieur & celui de la pectine employge
jusqu’alors, : ..

- pt enfin optimisation de la guantite de pectine nécéssaire
pour une visualisation facile des halos de lyse (essais realiseés avec
20 @/1, 10 g/1, S g/1, et 2 g/1). :

2-2 : Reésultats de croissance sur Ml

Au cours de cette étape, on a pu classer les souches en &
groupes présentant les profl}s de croissance suivants :

~ Des souches ne présentant pas de croissance ( Ci = 0 ), &t
gui ne doivent donc pas disposer d’eéguipement enzymatique 1lsur
paermettant d’utiliser la pectine ou ses sucres constitutifs ( acide
galacturonique, galactose, arabimnose, xylose, rhamnose...) comnme
spurce de carbone. . -

- Des souches présentant une croissance, mais pour lesguelles
nous N’ avons pPas observé’ d’halas de lyse sur - le milieu utilise
( Hi/Ci =1 ). On peut bien slr penser gue ces souches ont un
caractére pectinolytique mais qu’'elles ne sécreétent pas d enzymes.
Neanmoins, compte terw des conditions 'de stérilisation du ailieu (
121°C pendant 15 minutes), 1le substrat pectique a du subir une.
hydrolyee partislle, entrainant notamment 1la libération des unités
glycosidiques (galactose, arabinose, rhamnose...) liges de maniére
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 fort probablement des
exo-enzym®s pectinolytigues (. Hi/Ci > 1 ). Parmi celles-ci,'
certaines présentaient une activité supérieure pu égale &4 celle de 1la
référence ( A > 0 ), et d’autres une activité inférieure

(A° < 0).

A ce stade nous avons donc pu retenir 22 souches donf
1'activit ectinolytigue -etait supérisure u épale & celle

l1a _référence.
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Table II : Reésultats des es531H 08 Crolssance
sur miiieuv M1,

Ci = 0O Hi/Ci = . Hi/Cx @
A< © "= 0 a*> 0
Nbr. de souches 12 117 97 . 7 15
% du total S 47 xQ )

2-3 : Tri sur des criteres de morpnologie et oe
croissance apicale.

Noue avons ensuite reéalise un tr:i parmi cee 22 souches de
maniere & ne conserver que <elles qua nous paraissaient les plus
intéressantes pour la suite de 1’étude.

Pour réaliser ce tri, nous n’avons pris en compte aucune dannge
relative a8 1’actaviteé pectinolytique des souches. Neanmoins, lorsque
1’on disposait  de deur =souches de meme nature, il nous est paru
préfgrable de ne conserver que celle gui avait montré la croissance
apicaie la meilleure. En effet, celle-ci disposait a priori de
meilleures chances que l’autre pour coloniser le  milieu. Bien sur,
suivant ce rvaisonnement, on .aurait dcu @liminer toutes les souches
ayvant une croissance apicale inferieure a celle de ls référence, et
ainsi encore restreindre la liste. Mais ne pouvant pas prégire le
comportement de ceg sduches au coure de is Ffermentation en milieu
salide, nous avons decidé de les conserver.

Ainsi, nous n'avons retenu que les souches qui entraient dans
les cas suivants 3

Cas n°® 1 : Bouche etant le seul représentant du groupe de

souches considére (Exemple de groupe de sguches : V - A 25 ) méme si
sa croissance apicale était inféerieure 3 celle de la référencs.
Cas n® 2 : Souche présentant une morphologie unigue au

sein d un mBme groupe de souches, méme si sa croisGance apicale é&tait
inferisure 3 celle de ja réfarence.

Cas n® X : Souche ayant la croissance apicale la plus
forte lorsque 1°on avait a&. choisir entre plusieurs de meme
morphologie.



19

Table II1 : Deecription ou systéme de choix uﬁxliﬁe pour
" effectuer un tri parmi les souches ayani
démontreé une activiteé pectinolytique
supérieure ou égale a celle de la réference
Asperqgillus niger CHA4.
Groupe | Bouche n° ‘ Morphologie | cr. apicale 'Ehnix
A 1 X <CHa OUI  Cas n® 1
1 % <CH4 ou1 Cas n® 2
B 2- Ad <CH4 NON .
3 Y >CH4 oul Cas n® 3

le t¥i effectué & partir des résultats de croissance apicale et
des études morphologiques nous a permis de restreindre la suite de
17étuae & seuvlement_13 soucnes sur_ les 22 deja sélectinnées.

Table IV : Tébleau récapitulatif des 13 souchecs
s¢lectionnée & la suite dé la deuxieme
étape de sélection. :

Souctnes Morphologie ‘Croissance:épicale — A~ Y
vV 16 A 25 Penicillium sp 1 inférieure a A.niger CH4 21
vV 23 A 25 Penicillium sp 2 - infarisure a A.niger CH4 4
VvV 34 A 25 Penicillium sp 3 inférieure a A.niger CH4 i6°
C 14 A 25 Penicillium sp inférieure a A.niger CH4 19
C 16 A 25 Aspergillus niger égale a sup. a A.niger CH4 3
V 12 A 35 | Aspergillus niger égale & A.niger CH4 ' 10
vV 22 B 35 Aspergillus niger égale a A.niger CH4 ]
Vv 22 B 25 | Aspergillus niger égale & A.niger CH4 0
C 15SC 25 Penicillium sp " infarieure a A.niger CH4 "o
C 16 C 25 Aepergillus niger égale a inf. a A.niger CH4 34
C 15 B 25 Penicillium sp inférieure A& A.niger CH4 56
€ 17 B 25 Aspergillus niger epale a A.niger CH4 0
C 28 B 25 Aspergillus niger égale a sup. & A.niger CH4 (o]
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3- Belection en milieu liguide (MIT;

3~1 : Mise au point du milieu de culture et oe is
technique d’analyse

Ce milieu de culture, destine & la trpisieme &tape de sélection,
devait présenter les caractéristiques suivantes:

~ Ne conténir gque de la pectine comme source de carbone ‘pour
la croissance des souches testées.

- Présenter une viscositg suffisamment 1mportante pour
permettre d'observer une baisse de viscosité significative due A&
1*activité pectinolytigue des souches testees.

Ainsi, pour le mettre au point, nous avons pris comme base 1e
milieu réalise precademment en vy appotrtant les moci1fications
suivantes: :

~ Multiplication par 10 de la guantite de pectine pour obtenir
la viscosite regquise,

— Multiplication.par 10 de la guantite d'Urée, et suppression
du sulfate d’ ammonium, pour limiter l1’acidification du milieu au cours
ae la croissance des souches,

- Utilisation de NaDH comme correcteur de pH,

~ Adoption d’une nouvelle technique de stérilisation pour
palier le. probleme de perte de viscosite due 2 la denaturation
tnermique de la pectine au cpurs de cette operation (cf. Mateériel et
méthooes).

Lese essais preliminaires ont démontré que la te:hnxque choisise
permettaxt de conserver la viscosité initiale en obtenant un milieu de-
culture qui- conservait una par#axte stérilité pendant les 72 heures
nacessaires a nntre étude.

Pour effectuer le classement de souches en fonction de leur
activité pectinolytique nous avons pris en compte deux facteurs :

— La viscositeé, car au cours de la croissance de sdcuches
pectinolytigues, cellas—ci libérent des enzymes pectinolytiques gui en
hydrolysant le substrat lui font perdre sa viscosite initiaie. Ainsi,
on peut considérer qu'une sSouche ayant entrainé une baisse de
viscosit® supérieure a celle enregistrée aprés croissance de la
référence, posséde une activité pectinolytique supérieure.

- Le pH, car au cours de la croissance des souches, la
dégradation de la source d'azote comme de la pectine entraine une
acidification du milieu de culture. Ainsi, le pH est aussi un
indicateur de croissance des soucheg sur le milieu consideré. Par
ailleurs, pour deées souches destinges a €tre utilisées pour des
fermentations en milieu solide, 1”acido-tolérence est importante. En
effet, comme les fermentations en milieu solide .ee déroulent en
conditions non stériles, on.-est amené & travailler a des pH aciaes .44
3 5) pour inhiber le developpement des bactéries, et favoriser celui
de 1’ itnoculum.
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C-Z : Resultats o0f c-oissance sur Mil

Su.te & cetie etape de seélection, nous avons pu éiablar 1@
ciassement sulvant pour les 17 souches sélectionnées precédemment.

Table V : Classement des souches testees en fonction de lsur
activité pectinolytique par rapport & la souche de
référence A.niger CHS. .

Soucnes uref - ui |pHref - pHi|Classement|Caracteristiques
(ct.poises) .

vV 22 E 35 +1 + 0.17 C.Z H Soucnes ayant
C 28 B 2% +1 + (.15 O.: z une activite
CcC 16 C 25 o+ .17 C.Z ) pectinolytique
2 12 B =5 ¢+ .14 [CI0 4 superreure a
C 17 B 25 o+ G.14 G.1 4 A.niger CH&4
C 15 T 28 -0.5 + $.14 o] = Souches

Vv I2 B 25 0.5 + G.17 ¢] [) avant une
C 16 A 25 -1.0 + 0.15° I 7 activite

Vv e A 22 -1.C + 0.14 [d] 7 pectinolytique
vV 23 A 25 -1.5 + G.15 -0.% e inférieure
V.1s £ 25 | ~2.C + 0.15 0.6 ki a .celle de la
vV 12 A 35 -6.0 + G.13 -1.0 10. reférence

C 14 £ 35 {-54 =+ G.i1 4.2 11 A.niger CH4

A ce stade on oispose donc de_S__ souches présentant une
activiteé pectinoiytigue -supérieure & celle de ia référence. . De
plus. on dispose 1ici oe donnees necttement plus précisee que, celles
dont on disposait & la suite de 18 sélection er boite de peérri. En
effet, bien que 1'on ait pu ne faire qu'un classement aualitatif,

‘celui-ci est basé sur une mesure précise de l’activité pectinolytique

(Les erreurs absolues sur les mesures de viscosite -sont comprises
entre C.11 et 0.17 centipoises).

Parmi ces 5 souches on deéecidera de retenir C28B25, C146T25, et
C15B25 pour l1’étspe suivante de sélection car 1’un des buts oe cette
etape était de mettre & 1’epreuve les deux premiéres techniques de.

selection utilisées. C’est-a-dire de voir si le classement des souches
que.l1’on obtiendra aprés FME, est <semblable a celui obtenu en milieu

liquide, ou & celui defini c¢hapres les résultats obtenus en.boite de
petri.

11 nous fallait donc cnoisir des souches ayant toutes &teé
isolées a 25°C, car la température d'incubation fixée pour le milieu
FMS etait de 25°C.
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Par ailleurs, 11 nous fallait cholsir un nomore regult de
souches pour <Faciliter 1°étude en FMS, tout.en prenant celies qui
avaient gonné les meiileurs résultats en boite de petri, ainsi que
celles qui avaient les meilleures activites en milieu liguide.

On a donc choisi C28B25 car il s’agit oe celle ayant oonné les
meilleurs resultats en miliev liquide, et C15B25 et 16525 cav
elles avaient montré la plus forte activite en boite ge petri (les A" %
étant respectivement ode S6 et 34, :

4— Sélection par F.M.S. de pulpe ge cafe

4-1 : Selection par FMS oe pulpe de cafe & 25°C

Pour des guant:tees équivaientes de matériel nresse, on remarque
que les volumes de jus filtré varient suivant la souche par laguelle
la pulpe a éteée fermentee. Par exempie, ie volume age jus filtre récupré
gdans le cas oe C2BB2% est deux fors mEi1ns important gue pour lz
puloe fTermentee par Aspergillus niger CH4E.

C'est—-&4-dire gue les pertes survenues au cours de 1 extraction
sont cifferentes c'une souche a [’'autre.

Notre but étanmt 1ci, uniguement de comparer les activiteé
pecinoiytiques des souches testeées, 11 aurait été treés fastioieur .de
réaliser un bilan oe perte de matiere pour les 12 échantillons. Nous
avones par contre fait 1’hypothese aue la matiere perdue au cours - de
l1’extraction devait avoi~ sensiblement la mEme composition,
c’est—a-dire emviron le méme rapport us/oulpe. Cela revient a dire
que dans un cas ou-ies pertes de matiére seraient &gales pour deux
souches; gue l’on exprime les résultats en UD/ml oe jus filtré ou en
UL/g de pulpe fermentee, on obtiendrait un rapport egal entre les deux
proouctions.

Noue avons dgonc compare l1es souches en fonctior oe leur activaité
pectinolytique, exprimée en UD/m)] ae jus Filtré&.



Tacle Vi ¢ Resultatw: 0O La sE1ECTL1DT pa- FME oz
- pulpe oe cafe, & 2Z°C.
Echantilion Activite Activite moyenne
’ 3 72 h. & 72 heures
( UD / ml de jus filtre )
A.niger CH4 G C.0
A.niger CHL 11.5 - G.¢ 1Z.1 = 0.2
A.niger CHS: I 12.7 + 0.6
C 15 E 2= G G.C
C 1S E 2B : 15.2 - 0.7 4.9+ 0,¢
C 1S E 2% 2 14.S + G.7 ‘
C is L 25 S G. G
C 16 C 25 1 Zi.o0 0~ 1.0 20.5 - C.E
Z 16 €25 = 19.5 + i.C
C 28 E 25 & e
Z Zf £ =€ l 8.0 - Z.Z £2.7 ~ 1.t
C 2 B2 2 43.8 + Z.Z

L'apres ces resultats., il .aoparait aue C28B25 est la souche
quil posseoce is PlUuE +orte prpouctivite en enzymes pectinolyiiouss suv
ie milieu considére (FME;. De plus cette soucne a une proauctivite
trés netiement superieure (environ Z.T fois plus) 8 celle oe notre
souche oe reférence Aspergiliue nige:r CHE.

D" autre parz. LC16C25 possede auss: Une act:vite nettement
supérileure & celle de ls réeférence (environ 1.5 foi1s plues,aiars que
CISEZS donne une aciivite procne oe celle
c’ Aeperaqgillusniger CHA.

Par ailleurs, si 17on classe iee troie souches testées par ordre
oe la plue forte productivité on peut placer C28B2% en premiéere
cosition, C16C25 en oeuxiems, et C15B2S en tro:siéme. R ’

Comparons les classemenis obtenus pour les trois techniques de
sélection employées -
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Jaole Vil : Comparsisor ou cisscement g2 t*0l1c BOUCHES
en fonction de leur activite pectinpiytigue

pour lee différentes techniquee de sélection
utilisées.

Souche En boite oe peétr: En milieu liauide Er F.M.5.

C28B825
1670

o

C15B2S

e L

FEERS

On constate gue 1es classements des souches en fonction ce leur
activite pecrtinolytiaue - sont 10entiaues en milleu llguioce et en
fermentation solide. Cec: dembnire que la technique ce sélection en
miliev liguioe est nettement plus performante gque la technique ge
selection sur milieu gélosé. C’est—a-dire . que les oOeux Criteres de
ciassement utilisé en milieu iiguide sembient avo:ir eété bien choisis.
Neanmoins, cela reste a confirmer.

Par ailleurs, il parait normal d’obtenir une information plus
precise & partir oes resultats -en milieu liguicde, plutﬁt qu’a partir
g resuitats obtenus en boite de peétri car, cans le premier cas, le
classement ecst base sur une mesure ge l'activite pectinolytique. Ce
Jui n"est pas le tas pour les €tuoes sur milieu gelose.

En+irn, il faut nbter gue €: 1a technique oe sélection ern miiieu
liguide esr plilus effizace gue s mé&inooge sur bo:te, celle—-c: ast
beaucoup plus economigque car regulert dix fois moins oe pectine

pbuyr
ie meme volume ge miiieu ge culture.

4-- : Prooucticn de pectinases ae C2ZBERS et
¢'aspergiilue nige- CH4, & 2T5°C.

Si° 1'on tient compte des r2sultats exprimé&s en UD/m]l de jus
fi1ltré on paeut confirmer aque C2BE2S poscede pien uns activite
pect:nolytigue superieure oe 3 fois & celle de la souche ce référence.
Far contre pour les resultats exprimes en UD/g de pulpe fermentee,
{c'est-a-dire ceux pu l1°on tient compte des pertes de mati&re au cours
de l’extraciion) la ocrfférence est seulement de Z,




Taple VIII : Comparaison des activitée peciinolytiques de
C2BBIRE et Asperg:llus nige~ CH4.
{
UD /ml age jue filtre UD /g de pulpe fermentée
Souche Act. moy. | Act. moy. Act.. moy. Act. moy.
a 4B h. a .72 h. 4 48 h. a4 72 h.
A.niger TH4| 7.7 + 0.2 [13.0 + 0.3 6.0 + C.2 10.5 + 0.3
C 2B B 25 23.2 + 0.6 [ 82.2 + 1.1 1i.B + 0.2 21.6 + 0.5
proc.C2BB2S
Z.: z2.¢
prad.A.n.CH4

Les pertes au cours de l’extraction pour la puipe fermentee

C2ZBE2S sont
d’ Aspergillus
et elles sont

Neanmoins,
matlere peroue

impossibles &

-environ 1e
niger CH4.

double

de .

celle

cu meme ordre 3 la filtration.

au coure
évaluer)

ne pouvons

(fuites,

.observees
Il v a trois fois plus de pertes au

et r
affirmer que

composee pour moitie de Jus et pour moitieé de pulpe.

On ne peut donc pas dire gue lorsgue -1°on perd deux fois plus de

matiere. on perd en fait geux fois plus ge Jue.

Nous nous en
pulpe “ermentee :

£28825 produit

tiendrons gonc aux résultats exprimes

eEnviron deur fo1s_ plus

cane le

n’ayant pu déterminer exactement la composition de la
dgu pressage
nous

apport
celle-ca

de

peciinases gu’Aspergillus niger CHA4.

prescage

Jjus/pul pe

en UD/ g
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Tatcle Ir :

Pertes moyennes au cours du pressage
et de la filtration
i er % oe la masse ue pulpe fermentée et ¢ eau )

&. niger CHA4 £ 28 B 2%
Fr &.C 1.1
P 14.7 12"
P 2¢.T Ze.:

4-~3 : Proouction oe pectinases age VZ2B335 e:
¢* Aspergillius nige- CH4, & 3T°C

Les étuges ern milisu liguige avant montré gue V22BZ5 possedait
UnNE activité #ECLINCiviiQue superieure & s reférence, NOUS avons
décigée ae lé metire a 1’epreuve en fermentation solicge, mais & sa
temperature d’ i1solement : IT5°C.

Les resultate o cette fermentation gemontrent oue V2Z2ZBIS
-posseéde bien une activite pectinolytigue superieure & notre réfarence,
en fermentatiorn splide oe bulpe ce cafe. Sor. activiie est environ
trois fois superieure 3 celle d’Aspgergillus niger CH4.
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atie £ 1 _pmpara31s50n Oeg activites pectinciviigues ok
\VIDETT pt Aspeergl.ius Giger CHS.

UD /mi oe jus Filtre UL ‘g o pulpe fermenteée
Souche Act. moy. Act. moy. Act. moy. | Act, moy.
& 48 n. a 72 nh. a 48 h. 38 72 h.
A.niger CH4[13.5 + 0.3 |16.0 + 0.4 5.6 + 0.1 6.9 + 0.2
vV 22 B 3o 36.6 ~ 0.9 |67.7 + 1.2 16.3 ~ 0.4 |18.9 + .5
prod.VZéEZS
2.8 Z.€
prod.A.n.CH4
Par ailieurs, dans ce  cas on rémarquera QuUE Les pertss de
matiere & 1 extraction. (Pt) sont du mEme ordre oOe grangeur pour les

geux SsSoucnes.

De plus., gue I'on exprime ies activités en UD/ml de jus Filtrs,
ow en UD/c de pulpe fermentee, or constate dans les deux cas, que le
“aPpeYT OS5 proauctions des osux soucnes est ega. (2.B Ffois plus pour
122835, . .

Dane ce css, 1es peri@e oONt doOnc BLE de meame nature pour 1a
pulpe fermentee par V2Z2B3E, et pour celle fermentee par
Asperagilius niger CHS. ' '

Table XI : Eilsn dee pertes de matiere (pulpe +fermentes ezt
Jjus) au cours de l’extraction des pectinases
oroduites par V2ZEZS5 et A.niger CHA

Pertes moyennes s8u coure du pressage
et de le filtration ’
( en % de iz masse de pulpe fermentée et d’eau pressee )

A. niger CH4 .V 22 B 35
Pp 10.5 11.3
P 12.8 - 16.7
Pt 7.3 2B.0
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C- Forcapiiuisetion gec resul3le o s€liocrit-

l Souches éEa"t;jy/
1 /

&8 soucnes . |

LCroissance au repiguage }“—@ l
-48 .| ‘
Seélection en boite de pétri (VI —-

souches ayant une activite pect:nolytigue
superieure ou egale & celle d'A.niger CTHA

Collection UAM-DRSTOM

[N}

T suUr gdes Zrileree Ge morphologie I
et ge crolssance apicailes ——@

souches. ayant une activite pectinolytigue
supérieure a Aspergilius niger CH4

Sélections par fermentation
“en milieu solide

© :__J

Seélection en milieu liguide (MII: ———@ I

Fig. Z : Récapitulation des différentes éispes de seélection
utilisées pour sélectionner des souchee de
champignone. filamenteux. en vue. de proouire des
pectinases par fermentation sclide de pulpe de café.
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