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Il'objectif de ce travail est d'Ctablir les  connaissances  qui  permettront la mise au  point 
es permettant de consemer par ensilage de la  pulpe  de cafk d6cdkinCe. Pow cela, 

nous  avons  utilis6 des ferments  mixtes de bactides lactiques et de champignons  filamenteux 
cuPtivCs en Fermentation  Solide  ma6robie ou aérobie. 

La pulpe  de cafe est  quantitativement  et  qualitativement  le  sous-produit  le  plus 
important du traitement par voie  humide  des  cerises de cafe. Ce r6sidu h u ~ d e  et saisonnier 
engenche de sérieux problèmes  de  pollution  qu'il  serait  possible de r6sou&e en le  stabilisant 
par ensilage.  De part composition  chimique, la  pulpe de cd6 pourrait  &e  utilisCe  en 
dimentation  animale. s il faut alors Climiner les compos6s to iques  que  sont la cafeine et 
les compos&  phknoliques.  Des  etudes prialables ont dCmontr6  que des champignons 
filamenteux sont capables de degrader  la cdiine en F 

Mais au pridable B toute  etude de conservation ou de valorisation  de ce substrat, nous 
avons identifié  et  quantifie la microflore  endogcne de la  pulpe.  Celle-ci v ~ e  de 7.105 B 
1,12.108UFC.g-' BMS suivant  la  vari6t6 du cafe, l'origine  geographique  et le type de 
mitement applique  aux  cerises de CE&. 

La microflore  lactique  endogène de la pulpe de cd6 (I UIFC.g-l PMS) s'exprime dès 
que  les  conditions  environnementales  (androbiose et humidité) sont favorables. Nous avons 
d'autre  part  test6  l'effet de l'apport  de  differents  ferments  lactiques.  La qudit6 des ensilages 
est  parfaitement  acceptable. 

Quelque soit le type  d'ensilage  rkalisC,  la  caf6ine de la pulpe  de cd6 gresente  la 
mise en silos,  n'est pas dCgradCe. Aprks un criblage  en  de huit souches de champignons 
filamenteux, nous avons  continue  notre  etude  avec Penicillium V33 25. Ce  microorganisme 
digade la cafiine de  la  pulpe  de cafe 2 94 après 38 heures de fermentation aerobie,  avant 
la  phase  de  sporulation. Ces paramktres  sont  parfaitement ~ 0 ~ 6 1 6  & la respirom&rie, 
technique qui nous permet de  suivre en continu  le  développement  des  microorganismes. 
D'autre  part, il n'y a pas d'influence de la  stdrilisation sur  la degradation  de la  cafiine. 

Afin de virifier notre  hypothèse, nous avons  imposk B la  microflore  endogène, 
des  conditions  anairobies  et  l'apport de ferments  lactiques  qui  ont  permis  d'obtenir une 
conservation  par  acidification  sans  perte  importante  de matihe sèche.  Puis,  afin  d'obtenir un 
produit  dicaféine, le substrat  a CtC inocule  massivement  par Penicillium V33A25 et cultive 
en  aérobiose.  Dans un dernier  temps, le produit  décafiiné  a ité réensilé  avec ou sans apport 
de ferments  lactiques  dans des conditions  anaérobies. On obtient un produit  dCcdeint5 et 
stabilise  par  acidification. 

Nous  avons  confirmé nos resultats  en  inoculant de la pulpe  de aft!. au  temps O par un 
ferment  mixte  compos6 de Penicillium V33A25 et de Lactobacillus planlarum Mj. 

R & U d  
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Title : Mixed  cultures  of  lactic  bacteria  and  filamentous  fungi  for  conservation  and 
decaffeination of coffee pulp in  solid  state  fermentation. 

The  main  goal  of  this  study is the  conservation  by  silage  of  decaffeinated  coffee 
pulp.  For  this  purpose  to be succeeded, we have  used  mixed  cultures  of  lactic  bacteria  and 
filamentous  fungi, in aerobic or anaerobic  solid  fermentation. 

Coffee  pulp is the  most  important  by-product  of  the  wet  process  of  coffee fruit.  This 
wet  and  seasonal  residue  causes  a  whole  series  of  pollution  problems,  which is possible  to be 
eliminated  by  stabilization of this  substrate  by  silage  process.  From  the  chemical  composition 
viewpoint,  coffee  pulp  could be used  for  animal  consumption,  if  only  toxic  compounts  such 
as  caffein  and  phenols  were  eliminated  by  microbial  degradation.  Preliminary  studies 
demonstrate  the  filamentous  fungi  ability  to  degrade  cafein  in  SSF. 

After  a  first  study  about  the  quantity  and the nature  of  the  endogenous  microflore  of 
coffee  pulp,  we  impose  anaerobic  conditions  and  lactic  ferments  which  permit  the 
conservation of this  residue  by  acidification  without  important  loss  of dry matter.  Moreover, 
for  obtaining  a  decaffeinated  product,  ensiled  coffee pulp was  inoculated  by  a  strain  of 
Penicillium in  aerobic  culture. At the  end,  the  decaffeined  product  was  reensilated  with or 
without  inoculation  by  lactic  ferment  in  anaerobic  conditions.  We  obtaint  a  decaffeined  and 
stabilized  product  by  mixed  and  alternated  culture  aerobic or anaerobic  fermentation  in  solid 
state  system. Our results  have  been  confirmed  by  inoculation  of  the  coffee  pulp  at  time O with 
a mixed  culture  of Penicillium sp. and Lactobacillus  plantarum. 

Résumé 
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1 - INTRODUCTION 

Le café  en  grains  est l'un des  produits  agricoles  les  plus  échangés à travers  le  monde. 
Mais  pour  obtenir  ce  grain  exportable,  le  fruit  du  caféier  communément  appelé << cerise  de 
café >> doit  subir  après  sa  récolte un traitement,  soit  par  voie  sèche,  soit  par  voie  humide.  La 
voie  sèche  consiste à sécher  la  cerise  entière,  puis à la  décortiquer. Les résidus  secs  de  ce 
traitement  sont  les  coques.  La  voie  humide  est  appliquée  directement sur le fruit frais. 
Trois  opérations  principales  permettent  d'obtenir  le  grain  de  café  sec. Il s'agit  en  premier  lieu 
de  débarrasser le fruit  de  la peau et  de  la  pulpe  qui  entourent  la  graine,  puis  de  retirer le 
mucilage et enfin  de  sécher  uniquement le grain  de  café.  Ces  opérations  nécessitent  de  grandes 
quantités  d'eau et génèrent  des  sous-produits  humides,  forts  peu  valorisés à l'heure  actuelle  et 
donc  sources  de  pollution. 

Parmi les  résidus du  traitement  par  voie  humide, la pulpe  de  café  est  quantitativement et 
qualitativement  le  sous-produit  le  plus  important.  Trois  facteurs  justifient  une  recherche 
intensive sur la  valorisation  de  ce  substrat. 

- La  grande  quantité  de  pulpe  disponible  dans  les  pays  producteurs.  La  pulpe  de  café 
représente  environ  40 % du  poids  frais de la  cerise  du  café  (TAUK,  1986)  et  29 % du  poids  sec 
(BRESSANI et  coll.,  1972).  Pour  la  saison  1989-1990,  la  production  mondiale  de  pulpe  était 
de 2,s millions  de  tonnes.  Ces  pulpes  sont  utilisées  en  petites  quantités  comme  engrais  organi- 
que  sur  les  lieux même de  production, la plus  grande  partie  est  considérée  comme un déchet 
agricole et rejetée  dans  l'environnement. 

- Les problèmes  de  pollution  engendrés  par une production  élevée  de  ce  sous-produit. 
Dans un pays  comme la Colombie,  le  traitement  par  voie  humide  de  la  production  annuelle de 
café  frais,  provoque  la  même  pollution  organique  que  celle  produite  annuellement  par 
24  millions  d'habitants  (ZULUAGA,  1989) ; or la  population  colombienne est de 30 millions 
de  personnes. 

- La  possibilité  d'utiliser  la  pulpe de café  dans  des  domaines  très  divers.  D'après  sa 
composition  chimique, elle peut  être  une  matière premibe pour  l'alimentation  animale 
(la  pulpe  de  café  contient  environ  10 % de  protéines).  Elle  peut  aussi  être  utilisée  comme 
engrais  organique,  comme  substrat  pour  la  production  de  biogaz,  pour  la  production  d'enzymes 
(pectinases,  cellulases,  décaféinases,  etc...),  pour  la  production  de  champignons  comestibles 
(Pleurotus ostreatus), comme  substrat  pour  la  lombriculture.  La  pulpe  de  café  peut  également 
servir  de  substrat  pour  la  production  de  microorganismes  (levures,  champignons  filamenteux, 
etc ...) ou encore  comme  substrat  pour  l'extraction  de  caféine.  De  nombreuses  autres  utilisations 
sont  sûrement  envisageables. 

Mais il existe  des  facteurs  qui,  par  contre,  limitent  l'utilisation  de  ce  matériel. Son 
humidité  importante (80 à 85 %) à la  sortie  du  dépulpeur  (BRESSANI  et  coll.,  1972),  rend 
difficile  l'utilisation  immédiate  de  ce  sous-produit.  De  plus, la pulpe  de  café  est un substrat 
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riche en  sucres,  en  protéines,  en  acides  aminés  et  autres  nutriments.  Tous  ces  facteurs 
favorisent  le  développement  de  la  microflore  endogène  et  posent le problème de la 
conservation  de  ce  matériel.  Le'  stockage  en  l'état  frais  de  la  pulpe  permettrait  de  résoudre 
le problème  occasionné  par  la  nature  saisonnière  de  la  production  de  ce  substrat (3 à 5 mois 
par an), facteur  fort  dissuasif  pour une utilisation  industrielle.  La  déshydratation  de  la  pulpe  de 
café  est  quasiment  impossible à réaliser  lors  de  la  récolte  du café car  toutes  les  structures  de 
séchage  sont  occupées  en  priorité  pour le traitement  du  grain. 

La  pulpe  de café présente un autre  inconvénient  majeur  lié 51 sa  composition  chimique. 
En  effet,  la  présence  de  substances  ayant un effet  anti-physiologique  telles  que  la  caféine  et  les 
composés  phénoliques  pose un problème  certain  pour  son  utilisation  en  alimentation  animale. 

Le premier  objectif de ce  travail  est  de  déterminer  une  technique  permettant  de 
conserver  la  pulpe  de  café,  en  vue  de  sa  valorisation  ultérieure.  Mais  au  préalable à toute  étude 
de  conservation  ou  de  valorisation  de  ce  substrat,  il  est  nécessaire  de  connaître,  d'identifier et 
de  quantifier  la  microflore  endogène  de  la  pulpe,  aucune  étude  détaillée  n'ayant été  réalisée  sur 
ce  sujet. 

L'ensilage,  procédé de conservation  anaérobie  par  fermentation  lactique,  est  une 
technique  largement  utilisée  dans  les  pays  tempérés  pour  la  conservation  des  fourrages. 
Très  peu  d'études  existent  en  milieu  tropical.  Pourtant  dans  ces  régions, à une  saison  pluvieuse 
succède  une  saison  sèche,  au  cours  de  laquelle  la  production  de  fourrage  est  largement 
déficitaire  et  la  technique  d'ensilage  pourrait  être  une  des  solutions. 

Quelques  travaux  ont été  réalisés  sur  l'ensilage  de  la  pulpe  de  café  (BOHKENFOR et 
FONSECA, 1974 ; MURILLO, 1978 ; CARRIZALES  et  GONZALEZ, 1984). Ces  travaux 
concernent  la  technique  de  mise  en  oeuvre  des  silos  et  plus  particulièrement  l'effet  d'additifs 
chimiques  sur  la  qualité  nutritionnelle  de  la  pulpe  conservée.  Par  contre,  l'ensilage  de  la  pulpe 
de  café  a  été  peu  étudié  du  point  de  vue  microbiologique  et  biochimique.  Pour  cette  raison, 
nous  nous  intéresserons  ici,  au  suivi  de  ces  paramètres au cours  d'ensilages  naturels  de  pulpe 
de café. Nous  étudierons  d'autre  part,  l'influence  de  trois  types  d'additifs  biologiques, un pied 
de  cuve, un ferment  monosouche, un ferment  commercial  associant  deux  souches  de  bactéries 
lactiques à un complexe  enzymatique. 

Dans  la  mesure ou l'on  souhaite  utiliser  ce  substrat en alimentation  animale,  il  est 
nécessaire  de  détoxiquer  la  pulpe  de  café.  Des  chercheurs de I'ORSTOM et  de  la  UAM 
d'Iztapalapa à Mexico  ont  isolé à partir  d'échantillons  de  terre,  de  feuilles de  caféier et de 
branches  décomposées,  de  cerises  de  café  abîmées ou en  voie  de  décomposition  naturelle, 
colonisées  par un mycélium  de  moisissures, 350 souches  de  champignons  filamenteux 
(AQUIAHUATL  et  coll., 1988). Dans  cette  collection, huit souches  ont  étC  prCdlectionnées 
pour  leur  haute  capacité à dégrader  la  caféine  (ROUSSOS  et  coll.,  1989).  Le  développement de 
ces  champignons  filamenteux  sur  pulpe  de  café  en  Fermentation  en  Milieu  Solide (FMS) 
pourrait  être  une  alternative  pour  améliorer la qualité  nutritionnelle  de ce  substrat. 

Introduction 



Le deuxikrne  objectif de cette Crude est de  selectionner un ou  plusieurs  champignons 
filamenteux  capables de se d6vellopper  en FMS sur  pulpe de caf6 en  dégradant  la  caféine  de la 
pulpe  avant de sporuler de manikre B pouvoir le tester en association avec des  bactéries 
%attiques au cours d'un prC"Cd6 de  stabilisation. Nous rechercherons  d'autre part, un facteur 
coné%é la d6gadation de la caféine et A la sporulation,  facilement  mesurable au cours de la 
fermentation. 

L'objectif  final  de ce travail  est  d'obtenir un produit  décaféin6 et stabilisk,  susceptible 
d'ctre utilis6  comme ClCrnent d'une ration animale. 

Tout au long de ce  travail, nous suivrons  l'évolution  des  populations  microbiennes. 
Nous examinerons,  dans un premier  temps,  qualitativement et quantitativement,  P'Cvolution de 
la  microflore  naturelle  de  la  pulpe. Puis, nous  imposerons des microflores de  bactéries 
lactiques ou de champignons  filamenteux, afin d'etudier leur comportement dans des 
conditions de cultures  différentes. Suivant les résultats obtenus,  nous  élaborerons des ferments 
constitu6s d'un mélange  de  microorganismes  que  nous  inoculerons B la  pulpe dans des 
conditions  précises  afin  d'obtenir un produit  stabilise et dCtoxiquC. 

Les microorganismes que nous impliquons  dans ces prscédds, appartiennent B des 
groupes très différents. Les bactéries  lactiques sont des  anaCrobies  facultatives, les 
champignons  filamenteux  sont des aérobies smcts. D'autre part, la conservation  par  ensilage 
est une  fermentation  strictement androbie, la degradation  de la caféine se rdalise,  par  contre, 
en  condition  aérobie. 

Nous Ctudierons,  dans un premier  temps,  l'dvolution  des  différentes  populations de 
microorganismes  inoculees  au cours de fermentations successives rdalisées dans des conditions 
clifferentes (aerobiose ou ana6robiose).  Puis, nous suivrons  l'$vslution d'un inoculum mixte de 
bacteries  lactiques et de  champignons  filamenteux. Au cours de cette fermentation, nous 
imposerons des conditions  d'aérobiose ou d'anaérobiose qui permettrons  d'orienter Pa 
croissance et le métabolisme  des  populations vers 1% dégradation  de la caf6ine ou bien  vers  la 
production  d'acide  lactique.  Cette exp6ience nous permettra  de  discuter sur l'hypothèse  initiale 
de  ce  travail : 

IV La possibilité  d'ensemencer  la  pulpe  de  café au temps O par  un  ferment  mixte  composé 
de  champignons  filamenteux et de  bacteries  lactiques,  capable  de  dkgrader la caféine et 
de  stabiliser  le  produit  fermenté  par  ensilage." 

L'étude bibliographique  que  nous  présentons au début  de  ce  travail,  permettra de définir 
le substrat que nous  allons  Ctudier,  ainsi  qu'un état des connaissances des techniques (FMS, 
ensilage) que nous utiliserons. Au cours de cette étude, nous  ferons  également le  point sur 
l'état  actuel des recherches  sur  la  dégradation  de la caféine  par  des  champignons  filamenteux, 
ainsi  que sur l'ensilage  de la pulpe  de  café. 

Introduction 
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2 - ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE 

Au cours de cette étude bibliographique, il nous est apparu essentiel de présenter dans 
un premier temps le café, son industrialisation et les possibilités de valorisation des sous- 
produits issus de cette industrie. Parmi ceux-ci, la pulpe de café est quantitativement et 
qualitativement le plus important. Nous présenterons ses potentialités, les perspectives et les 
difficultés rencontrées pour sa valorisation biotechnologique. miis nous ferons le point sur 
les diverses techniques de Fermentations en Milieu Solide susceptibles d‘être mises en œ u m  
pour la décaféination par des champignons filamenteux et la conservation par ensilage de la 
pulpe de café. 

2.1 - Le caf4 

La cerise de café est le b i t  du caféier qui appartient à la Famille des Rubiacées dont il 
constitue le genre Cofeu (COSTE, 1989). On connaît environ soixante espèces du genre 
Cofeu dont les plus importantes du point de vue commercial sont : 

- Cofeu urubicu Linn, originaire des montagnes d’Abyssinie, qui contient peu de caféine. 
Il représente les trois quarts de la production mondiale et se développe plus particulièrement 
sur les haut-plateaux (Figure 2.1) ; 

- C o f a  canephoru Pierre ex Froehner, découvert au Congo dont la variété la plus répandue 
est Cofeu robusta, qui représente 25 % de la production mondiale. Il s’acclimate bien aux 
faibles aititudes et contient deux fois plus de caféine que la variété C. urubicu . 
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D'autres espèces sont également exploitées mais à un niveau très modeste : 

- C. liberica ; C. eugenioiaes ; C. stenophylla ; C. congensis ; C. excelsa ainsi que 
C. arabusta, hybride de C. arabica et de C.  robusta, cr& en Côte d'Ivoire par lriistitut de 
Recherche du Café et du Cacao (IRCC) en collaboration avec I'ORSTOM mais dont l'avenir 
commercial est encore incertain. 

Le caféier (Figure 2.2), originaire d'Afrique, requiert un climat chaud et humide 
typiquement tropical (températures comprises entre 17 et 23 OC et 1500 à 1 800 mm de 
précipitation par an). On le rencontre entre les parallèles 30 nord et 30 sud. L'époque de la 
récolte dépend de la région, de la latitude et de l'altitude qui peut varier du niveau de la mer 
(C. canephora) jusqu'à 2 O00 mètres (C. arabica). 

fiqrcrr 2.2 : 
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2.1.1 - La description du fruit 

L'époque de la floraison vane selon la région, la latitude et l'espèce. Il se passe 
28 semaines environ entre la floraison et la fructification ; le temps de maturation du fnllt est 
de 5 à 6 mois. 

Le fruit du caféier a le même aspect extérieur que celui d'une cerise, c'est pourquoi 
on le désigne également par cerise de café ». Les h i t s  sont regroupés sur les rameaux 
(Figure 2.3), en globomérules (WILBAUX, 1956). Il s'agit de drupes (fruit à mésocarpe 
charnu et endocarpe ligneux protégeant le grain), ovoïdes ou subglobuleuses. La couleur 
varie du jaune au rouge cerise selon la variété et l'exposition au soleil. Les fniits rouges 
sont commercialement les plus appréciés car considérés de meilleure qualité. La taille varie 
peu selon les variétés, en moyenne : 1Omm de longueur, 6-7 mm de largeur et 3-4 mm 
d'épaisseur. 

figure 2.0 : 
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La coupe  longitudinale  de  ce  fruit  (Figure 2.4) montre  les  diff6rentes  couches 

tissulaires. La pulpe est formt5e  par  l'exocarpe  (Cpiderme)  color6  et le m6socarpe  (pulpe) 
charnu  blanc-jaunâtre. La couleur  de  l'6piderme  varie  du  vert  (chlorophylles)  au  rouge 
(anthwyanes),  voire au  rouge  fonce,  parfois  même  jusqu'au  violet et au noir lorsque  les 
cerises  sont  trop  mûres.  L'exocarpe  est  constitu6  d'une  couche de  cellules  polygonales 
g h t e s  presentant  des  stomates.  Sa  consistance  varie  avec l'esphe. EnveloppC  par 
l'Cpiderme, le mCsocarpe,  Cpaisse  couche  de  tissu  spongieux de  cinq millimi5tres 
d'epaisseur,  riche  en  sucres  et  en  pectines,  entoure  deux  graines  accolees  par  leur  face  plane. 
Les graines  sont  revêtues  d'une  double  membrane : lapremii5re  commun6ment  appel& 
parche  (endocarpe  mince,  mucilage)  est  de  couleur  jaune  pâle  et de consistance  dure et 
fragile, la deuxi&rne,  beaucoup  plus  fine  que  la prkedente et  adherant 21 la  graine  (albumen), 
est  appel&  pellicule  argent&  (tegument sCminal, perisperme,  spermoderme). Les graines 
sont  cornpos6es d'un endosperme, d'un cotylddon  et d'un embryon  situ6 21 la  base  de  la  graine 
sur la  face  interne. 

disque 

L'observation  microscopique  de la coupe  du  fruit  (Figure 2.5) montre  en  detail  chacun 
des  tissus  mentionnks  pr&Sdemment.  Cette  coupe  permet  de  constater  que  la  pulpe  n'est pas 
seulement  compos& de l'exwarpe  et du mksocarpe, mais  Cgalement de trois  autres  couches 
de  tissus  cellulaires : cellules  en  palissade,  cellules  longitudinales  du  sclerenchyme,  cellules 
transversales  du  sclgrenchyme. La pellicule  argent&  comporte  egalement  trois  couches : 
kpiderme,  couche  moyenne,  cellules  comprim&s.  Dans  la  graine, on remarque  le  tissu  de 
r6serve  parenchymatique et  des  matkriaux gras (Figure 2.6). 

Etude Bibliographique 
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2.1.2 - La  localisation  géographique et la  production  de  café 

La répartition  de la culture du cafe  dans  le  monde  s'étend  entre le  Tropique  du  Cancer 
et  le  Tropique du  Capricorne  (COSTE,  1989).  On  s'intéressera  aux  deux  grandes  espèces 
cultivées : C. arabica et C. canephora. 

Le peuplement  naturel  de  l'es&e C. arabica se situe sous un climat  tropical  tempéré 
par  l'altitude, B saisons  contrastées.  Dans  les dgions intertropicales,  elle  ne peut prospCrer 
que  si  la  conjugaison  du  relief  et  la  latitude  apportent  des  correctifs B des  facteurs 
défavorables.  On  la  trouve  ainsi  dans  les  zones  suivantes : 

- Afrique : Zones  d'altitude  du Burundi, du  Kenya,  de  la  Tanzanie,  de  l'Ouganda,  du 
Cameroun,  de Ethiopie, du  Zaire,  du  Rwanda et  de  Madagascar. 

- Asie : Zones  d'altitude  du  Yemen,  des  Indes,  du  Vietnam,  du Laos, des  Philippines  et 
d'hdonesie. 

- Amerique : Zones  d'altitude  du  Mexique, du Guatemala, du Honduras,  de  San  Salvador,  du 
Nicaragua,  du  Costa-Rica,  du  Panama,  de  l'Equateur,  de  la  Colombie,  du 
Vkn6zuela,  du  Paraguay  et  du P h u .  Zones  de  moyenne  altitude  du  Bresil, 
des Caraïks, etc.. 

L'esphe C. canephora s'epanouit sous un climat  tropical  humide.  On  la  trouve  dans  les 
zones  suivantes : 

-Afrique : Zones  basses  du Congo, de  Côte  d'Ivoire,  de  GuinCe,  de  l'Angola,  de  la 
Republique  Centrafricaine  et  de  Madagascar.  Zones  de  moyenne  altitude  du 
Cameroun,  de  l'Angola  et  de  Tanzanie. 

- Asie : Zones  basses  et  moyennes  d'IndonCsie,  des  Indes,  des  Philippines  et  de 
Nouvelle-Cal6donie. 

- Amérique : Au Bresil  et  exceptionnellement  au  Mexique, oh l'on  cultive  du C. robusta 
uniquement  dans  la  region  de  Tepatlaxca. 

Sur la  figure 2.7, sont repertoriees  les  productions  moyennes  de  cafe  des  principaux 
pays  producteurs  pour  les  periodes  1950/51 B 1954/55  et  1980/81 B 1985/86.  Dans  cet 
intervalle  de 30 ans,  la  production  mondiale  a  et6  multipliCe  par un facteur 2,3. La 
contribution  du  Bresil  sur  le  plan  mondial  a  substantiellement diminue alors  que  la 
participation  de  l'Asie et de  l'Afrique  a  sensiblement  augmente. 

Etude Bibliographique 



MONDIAL 
BRESIL 
COLOMBIE 
MDONESIE 
MEXIQUE 
GUATEMALA 
COTE  D'IVOIRE 
ETHIOPIE 
SALVADOR 
OUGANDA 
COSTA  RICA 
INDE 
EQUATEUR 
HONDURAS 
KENYA 

PULPE DE CAPE 
(Tonnes) (Tonnes) 
5525.000  2.762500 100.0s 
1.416.ooO  708.000  25.62 
780.000  390.000 14.1 1 
391.000 196.OOO 7,00 
309.000  154.000 5.60 
210.000  105.000 3.80 
205.000 102,OOO 3.71 
195.000 97500 353 
173.000 86500 3.13 
168.000  84.000 3.M 
148.000  74.000  2.68 

123.000 61 .000 2.22 
112ooo 56.008 2.02 
104.000 52.000 1.90 

130.000  65.000 295 
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2.1.3 - La transformation  industrielle du  caf6 

La cueillette  des  cerises  de  cafe  s'effectue  manuellement.  Un rkolteur cueille 50 B 
60 kg  de  cerises  par journh de  travail. Il est  essentiel,  pour  tirer  le  maximum  d'avantage  de 
la  qualit6  des  fruits,  de  les  r&olter B pleine  maturite. Les fruits  rouges  doivent être &pares  un 
B un du rameau. Ce  mode de  cueillette nkessite deux B trois  passages  dans  la  plantation. 
Dans  certains  pays  d'Afrique  et  au  Bresil,  les  cerises  sont  cueillies  rameau  par  rameau 
("strip picking"). Le pourcentage d'immatures est alors 61ev6, ce  qui  nuira B la qualid de  la 
boisson  (WILBAUX,  1956 ; BRESSANI,  1978a ; SIVE'IZ et DESROSIER,  1979 ; COSTE, 
1989). 

Les fruits  mûrs  du  cafeier  sont  traites  sur  les  lieux  de  production. Ils subissent  un 
certain  nombre  d'operations  qui  ont  pour  objet  de  degager  les  graines  de  leurs  enveloppes 
(pulpe,  mucilage,  parche,  pellicule),  de  les  consewer  par dchage et  d'ameliorer  leur 
presentation. Il existe  deux  techniques  pour  l'obtention  du  grain  marchand  (Figure  2.8). 

La m6thode  dite  de  la  voie  humide s'impose pour  les  cafes  arabica << fins suaves B 
d'Am6rique  Centrale, de Colombie  ou  du  Kenya. Elle  confere aux grains un aspect  agreable 
qui  valorise  les  lots  et  axdliore  la  qualit6 B la tasse. Les cafes  traites  par  voie  humide  sont 
dits << laves B. 

Les cafes  traites  par  la  m6thode  dite  de  la  voie skhe, qualifi6s  de << nature D sont 
constitues  par 80 % des cafes arabica  du  Bresil  et  presque  tous  les  cafes  robusta. 

2.1.3.1 - La voie skhe 

Dans  ce  proc&e,  aucun  lavage  n'est nkessaire, m a i s  ce mode  de  traitement  exige  plus 
de  temps  que  la  voie  humide. Il consiste B dcher la  cerise  entii?re  pour  ramener  sa  teneur  en 
eau  de 70 B 12 % PMF. 

Le s6chw : Il peut  s'effectuer  de  façon  naturelle  ou  artificielle.  Ap&s  la rkolte, 
les  cerises  de  cafe  sont  etendues au  soleil  sur  des  aires de  dchage.  Elles  doivent être Ctalhs 
en  couche  mince (= 30 kg.m-2),  Mquemment remuhs, abritees  pendant  la  nuit  et  en  p6riode 
de  pluie  (COSTE,  1989). Il est  parfois  difficile  d'obtenir  des  cerises skhes B 12 96 d'eau  par 
simple skhage solaire, un skhage de  fmition  artificiel  est  alors  effectue B l'aide  de dchoirs 
de type statique,  rotatif  ou  vertical  qui  &pipent  g6neralement  les  centres  de  decorticage. 
A  l'issue  du xkhage,  la  pulpe,  le  mucilage  et  la  parche  constituent  une  coque  enveloppant  les 
graines  qu'il sufit de  briser  pour  les  libt?rer. 

J R decortic= : Il consiste  faire "later  la  coque  dans  des  appareils B percussion. 
Cette  opkration  fournit un des dsidus du cafe  le  plus  important  en  quantite : les  coques. 

Etude Bibliographique 
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2.1.3.2 - La voie humide 

Le traitement par voie humide  conduit la cerise fidche au cafe << parche sec B. Il est 
effeetu6 dans des centres de depulpage. Les cerises s sont  amendes au plus t6t dans le 
centre de  traitement, où elles subiront les operations  technologiques  suivantes : 

: Les cerises sont verdes dans  une cuve munie  d'un  siphon. Les cerises 
flottantes, qui  representent  gCndralement 15 % des  lots,  sont rtkupdrdes et seront traitdes 
separement par voie &he. Les cerises les plus  lourdes, passant par le siphon, sont 
transf6rks  vers les depulpeurs dans un  courant d'eau. 
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Le déDulDag : Cette  opération  a  pour  but  d'éliminer  la  pulpe. Les cerises  fraîches  et 

nettoyées  (séparées  des  débris  végétaux  et  des  matières  étrangères  collectées  au  moment 
de  la  cueillette),  sont p a s k s  dans des  dépulpeurs  dont  les  cylindres ou disques, pourvus 
d'aspérités,  déchiquettent la pulpe  et  séparent  les  grains. Un courant  d'eau  facilite 
l'évacuation  de  la  pulpe. Il a  été  estimé B 40 rn3.t-'  de café  marchand la quantité d'eau 
nécessaire  pour  la rkeption, le transport hydraulique  des  cerises  aux  dépulpeurs,  le 
dépulpage,  l'évacuation  des  pulpes,  le  triage  et  le  repassage  des  cerises  non  .dépulpees 
(BRESSANI, 1978a).  Ce  chiffre,  probablement rUuit de  nos jours, montre  cependant 
l'importance  des  eaux  résiduaires  du  traitement  du  café  et  annonce d6jB le problème de 
valorisation  des  divers  r6sidus  du  café. Les eaux  issues  de  ce  traitement  entraînent  environ 
30 % de  la  Matière  Organique (MO) de  la  pulpe  et  leur  charge  polluante  correspond B une 
Demande  Chimique  en  Oxygène  @CO)  comprise  entre 9 et 15 8.1-l. 

La  démucilapination : Une  partie  du  mésocarpe  mucilagineux  &&re  encore B la 
parche  aprhs  dépulpage. Le caf6  parche  doit  en  être  totalement  d6barrassé  car  riche  en 
pectines  et en  sucres, il pourrait  provoquer  des  fermentations  indésirables  pendant le dchage. 
Le mucilage  est  élimine  par  l'une  des  techniques  suivantes : 

- Action biochimique : C'est  l'hydrolyse  de  la  pectine,  par  les  pectinases  endoghnes  du fruit 
et  de  la  microflore,  en  acide  pectinique,  qui  conduit B l'6limination  des  propriétés  g6lifiantes 
de la pectine. 

- Action chimique : On  utilise  des  solvants B base  d'acides  avec  une  agitation mkanique 
forte. 

- Action m&cunique : Par  des  machines << demucilagineuses n qui nkessitent une  grande 
quantitt?  d'eau  et  d'énergie. 

La voie  biochimique  est  la  methode  la  plus  largement  utili&.  Cette  op6ration  est 
g6n6ralement  conduite dans des  bacs  en  ciment où le  cafe  est  amen6  par transport 
hydraulique. La dur6e  du  traitement  varie  selon  les  conditions  locales.  L'hydrolyse  du 
mucilage  est provoquk par  des  pectinases  pdsentes dans le  fruit,  et acc616r6e  par la  pdsence 
de  microorganismes. Au cours  de  la a fermentation n, le pH  diminue de 6.5-6.8 ii 4.5-4.8. 
L'extraction  des  compos&  phenoliques,  de diterphes en  particulier,  permet une diminution 
de la duret6 et  de  l'amertume.  La  fermentation  rend  le  produit fini plus  acide, ce qui  est, 
jusqu'h un certain  seuil, un crittxe  de  qualit6. 

Le lavage : Il a  pour  but  d'6liminer  les  produits  formes au cours  de  la  fermentation,  les 
débris  de  mucilage,  une  partie  des  composCs  phenoliques,  etc.... Le café  est pousd et  brass6 
B contre-courant  dans  des  laveurs, ou trait6  dans  de  grandes  centrifugeuses. Les eaux 
residuaires  de  ce  lavage  representent  des  volumes tr&s importantes  et  contiennent  une DCO 
de 5 B 6 g.1-l. 

Le & h a g  : Apri3s le lavage,  le  grain  en  parche  contient 50 B 60 % d'eau et  s'althrerait 
s'il  etait  stock6  en  l'état. Le skhage peut se faire  de  façon  naturelle  par  etalement  sur  des 
aires  cimentées,  ou  artificielle  dans  des skhoirs rotatifs,  de type tunnel  par  exemple,  jusqu'8 
une humidité  de 11 B 12 % (cafe  parche). Etude Bibliographique 



en puck,  et surtout en es, contiennent  beaucoup 

qui  combinent les effets du criblage et de la ventilation. 

en eau est souvent 
conservation. On u 

des dkparchew est bas 
laquelle  le gain est attach6 par une 

ain lui-mtime. L'6limination de  1 

: Son but est d'&miner en particulier  les gains de cafe noirs 
qui constituent un gave ddfaut, car ils donnent un goût icre au  produit final, et de rejeter  les 
grains de caf6 de couleur  havane  souvent  g6n6rateurs de goûts puants, dCfauts rklhibitoires. 
T~clitionnellement, ce triage s'effectuait  manuellement,  mais  les trieuses 6lwtroniques  sont 
de plus en plus  souvent  utilisCes : des cellules photo6lectriques d6tectent  les  dCfauts, les 
grains  de cafe d6fectueux sont eject& par  une soufflerie. 

L'ensachage : Le N caf6 vert P muchand ainsi  obtenu est ensuite m i s  en sac de 60 kg et 
export6 vers  les pays consommateurs, où a lieu  g6n6ralement l'ophtion de torr6factiion. 
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2.1.3.4 - Le choix entre  ces  deux  méthodes 

Le type de p r o "  auquel  est  soumis  le  fruit  du  cafe  apr& sa rkolte depend  en  grande 
partie  de l'espke, de la variet6  du  cafe  cultiv6,  de  la  disponibilite  en  eau  et,  surtout,  du  type 
de ficolte pratique. 

Le plus  souvent,  les  cafes  arabica  dcolt6s  rationnellement (rkolte manuelle  du  fruit 
mur  et sain) sont  traites  par  la  voie  humide  et  sont B l'origine  de  boissons  de  haute  qualite. 
Les  cafes  arabica  et  robusta  r6colt6s  indifferemment  (fruit  murs,  verts,  tâches,  secs  sur 
l'arbre,  recueillis  sur le sol,  etc ...) sont traids par  la  voie  &he (skhCs  avec  la  pulpe) et 
donnent  des  boissons de  qualit6  moyenne  et  basse  respectivement. 

La voie  &he  est  plus  pratique  et  plus  bconomique,  mais  porte pdjudice B la  qualit6 
du  cafe.  Elle  produit  moins  de dkhets que  la  voie  humide et  apparaît  plus  respectueuse  de 
l'environnement.  Cependant, si  les  d6chets  secs  ne  sont  pas  utili&  imm&liatement, ils se 
rghumidifient  .rapidement  (pluie, humidid ambiante)  et  deviennent  une  &rieuse  source  de 
pollution  environnementale. 

La  voie  humide  demande  davantage  d'installations  et  d'investissements,  mais  elle 
donne  des  cafes  plus  apprkiCs  (aspect,  couleur et goût).  Ainsi,  le  recours B cette  derni5re 
voie  est  de  r&le  pour  les  cafes  arabica  de  choix  (Am6rique  Centrale,  Colombie,  etc...). 

2.1.3.5 - Le proc6d6 semi-humide 

Tout  le cd6 produit  au  Mexique  (en  moyenne 5 millions  de  sacs)  est  transform6  par 
voie  humide et g6nkre  une  pollution  organique  6valuCe B 13,2  millions  de m3 contenant 
42 O00 tonnes  de DCO, soit  environ  280  tonnes.j'l,  1'6quivalent  des  effluents  quotidiens  d'une 
ville  de  5,6  millions  d'habitants  (CASTILL0  et coll., 1993).  En  Colombie,  la  capacitk 
polluante  de  la  mati8re  organique  de  trois  kilogrammes  de  fruits  de  cafe  mûrs  au  cours  du 
processus  classique  de  traitement  par  voie  humide  est  dquivalente B celle d'un habitant  par 
jour  et  produit  136,5  litres  d'eaux  residuelles  domestiques  (ZULUAGA,  1989). Il est  possible 
d'honomiser l'eau  lors  du  depulpage sans porter  prejudice B la  qualit6  du  caf6. Au cours  de 
cette Ctape, l'eau joue  deux  rôles : lubrification  des  disques, et 6vacuation  hydraulique  de  la 
pulpe.  Cette demisre  fonction  ntkessite  beaucoup  d'eau.  Trois  solutions  sont  pmpos6es  par 
BAILLY et  coll.  (1992) : 

- changer  la  technologie  de  d6pulpage  en  utilisant  par  exemple un depulpeur  vertical 
sans eau  (ZULUAGA et coll.,  1991).  Cette  technique  mise  au  point  au  Centre  de  Recherches 
de CENICAFÉ B Manizales  en  Colombie,  associ6e B un transport  mecmique  des  grains  et  de 
la  pulpe,  permet  de  diminuer  la  quantit6  d'eau nkessaire au  traitement  des  cerises  de  cafe  de 
70 B 75 %. En Inde,  la  consommation  totale  en  eau  a  et6 dduite de 90 % (de  80 O00 B 
8 O00 litres  par  tonne  de  cafe  parche lad)  grâce B l'utilisation  d'une  machine  capable  de 
depulper  et  de  laver  sirnultankment  avec peu d'eau  (ANANDA  &WAR  et  coll.,  1990) ; 

Etude Bibliographique 



mucilage et 55 % %e 
197$a)* Voici  quelques  donn6es sur les  rendements  des  Biffbrents  traitements : 

- gar la voie humide : - par la  voie skhe : B 45 kg  de  cerises shhes 
kg  de cd6 marchand 

sous-pduits : e 

I00 kg de cerises mikes de cafe ica par Pa voie humide  donnent : 

100 kg de cafe pmhe humide  donnent  environ : 

79 kg de cd6  garche S." 

54 kg  de cd6  marchand sec 

Quelque  soit  le  traitement  appliqub,  le  rendement  final  moyen  en caf6 marchand est 

d'environ 20 %. Ce  pourcentage  peut Ctre tr2.s fluctuant  d'une  usine il une autre (COSTE, 1989). 
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CERISES  DE  CAFÉ 
FRAICHES 

100 % 

Pulpe  de 1 
4- DÉPULPAGE Cafe  avec  parche 

39 % + mucilage 61 96 

Voie  Biochimique 
Mucilage - DÉMUCILACE 

22 96 

1 Voie  Chimique 

LAVAGE - Car6 avec  parche 
lave 39 96 

Eau 
17 9% - SÉCHAGE 

I * 
CAF&  PARCHE SEC 

22 % + 
TRIAGE 
1 

Parche v 
f------- DÉCORTICACE - Cafe dkortiqul 

3% / 19 96 
/ - TORR~FACTION - cafe torrefie 

+ Eau 3,4 5% 15,6 5% 

Volatiles < cafe torrefie  et  moulu 
% negligeable 

Rhidu 
d'extraction 9,fJ 46 

/ 154 % - EXTRACTION 

I 

e 

1 kg de  cerises  de  cafe  trait6  par  la  voie &Che fournit 200 g de  coques (COSTE, 1989), 
qui  constituent 30 B 40 % de  la  cerise  fraiche. Des essais  d'utilisation  des  coques  et  des 
parches  en  alimentation  animale  ont montd qu'une  ration  alimentaire  contenant  entre 10 B 
20 % de  ces dhhets n'affecte  pas  la  digestibilitb  des  aliments. Le compostage  de  ces  d6chets 
permet  d'obtenir  des  engrais  qui  am6liorent  les  teneurs  en  carbone  et  en  azote  organique  des 
sols.  On  peut  Cgalement  utiliser  les  coques  pour  en  extraire  la  cafeine,  les  coques  contiennent 
en  effet  de 0,4 B 0,7 % de  cet  alcaloïde. Mais l'utilisation  qui  semble  actuellement  la  plus 
intéressante au  plan honomique est  la  combustion  directe. Le pouvoir  calorifique  6lev6  de  ces 
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t t 'I ENZYMES 
PECTIQUES  FERMENTATION  FERMENTATION 

AEROBIE ANAEROBIE 

OBTENTION 
DE PECTINES 

PRODUCTION 
DE PROTEINES 

UNICELLULAIRE ENGRAIS 
ORGANIQUE BIOGAZ 

I I 

ALIMENTATION 
ANIMALE COMBUSTIBLE 

L'important  volume  des  r6sidus de traitement  de  cafe a guid6 de nombreuses  recherches 
sur  leurs  utilisations  possibles  (Tableau 2.2). L'utilisation  de  ces  sous-produits  reste  soumise 
B une  serie  de  facteurs  comme  les  quantites  produites, le type de  traitement  appliqu6,  leurs 
distributions  saisonni5res et dgionales,  leur taux d'humidid,  leur  stockage  et  leur  pdservation, 
l'importance  commerciale  des  produits  obtenus  et  leur  comp6titivit6  avec  d'autres  produits. 
Plusieurs  de  ces  facteurs  limitent  l'utilisation  industrielle  des  sous-produits  du cd6 (ZULUAGA, 
1989) : 

- le taux d'humidit6 important  des  sous-produits,  qui  rend anti-konomique  leur  transport ou leur 
dkshydratation,  les  structures  de  stkhage Ctant utilishs en  priorit6  pour  le grain ; 

- le bas prix des  produits  actuellement  obtenus ; 
- le fait que, dans de nombreux  pays, la production  de cd6 provient,  en  grande  majorit6,  de 

petites  exploitations,  ce  qui  ntkessite  leur  transport  vers  des  centres  plus  importants. 

Dans  les  publications  sur  l'utilisation  industrielle  des  sous-produits  du cdd, la  constante 
est souvent  l'absence  d'6tude konomique de  faisabilit6. Il est nkessaire aussi  d'estimer  les 
bienfaits,  du  point de vue  environnemental,  de la transformation  de ces  sous-produits,  cette 
op6ration  6vitant  leur  6volution  comme  sources  de  pollution. 

Actuellement,  c'est  la  biotechnologie  qui ouvre le  plus  de  perspectives  pour  l'utilisation 
des  sous-produits  agroindustriels,  de  façon  rentable,  en  permettant  l'obtention de produits 
fiiaux B haute  valeur  ajout6e  (enzymes ou mdtabolites  secondaires). Il semble  ainsi  possible 
d'obtenir B court  terme  des  utilisations condtes au  niveau  industriel  des sous-prduits du 
traitement du cd6 (ROUSSOS et coll.,  1993a). 
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.2 - La pulpe de aft5 

Rappelons les trois factem qui justifient l'timde de ce substrat : 

(Figure 2.12) enge uction Clevbe de ce mus- 

- la  gossibditt?, d'aprhs sa  composition  chimique,  d'utiliser  la  pulpe de cd6 comme matihre 
prernihre pour l'obtention de diff6rents  produits. 

D'autres  facteurs, par contre,  limitent  l'utilisation de ce  sous-produit  agricole : 

- le  taux  dhumidit6  6levB de 80 B 85 % (BRESSANI et coll., 1972) ; 
- la  nature saisonnike de la production  (disponibilitt? 3 il 5 mois par an) ; 
- la pr6sence de substances  ayant un effet  antiphysiologique,  telles  que  la  caf6ine et les 

compos6s phenoliques ind6shbles en  alimentation  animale. 
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Humiditd 
Matière sèche 
Lipiàes 
Fibres 

Protéine (N*69!9 
Cendres 
Hydrates de carbone 

* 

* * 
76.70 12.60 
2330 87,40 
0 4  250 
3.40 21.00 

2.10 11.20 
150 8.30 
15980 4.40 

. .  I 

230 à 2.50 J A R 3  et ORTiZ.1952 
13.20 à 27.60 AGUIRRE.1966 

18.10 JAFFE et ORTIZ, 1952 
9.20 AGuIRRE.1966 

43.00 JAFFE et ORTIZ, 1952 
57.80 à 66.10 AGUiRRE.1966 L 

23.1 - La composition chimique de la pulpe de café 

La composition chimique de la pulpe de café a été déterminée par plusieurs auteurs. Elle 
diffère suivant la variété du caféier, la maturité du fruit, le type de traiement appliqué et le 
lieu de production. 

Le tableau 2.3 présente une synthèse des résultats obtenus sur de la pulpe de café fraîche 
et déshydratée. On note la part importante constituée par les hydrates de carbone, les fibres, 
les cendres et les protéines. 

1 Pulpefraîche 1 h l p e  Déshydratée 1 
* *  Aubes auteurs 

6.93 I I 
93.07 
250 
15.10 

8.25 
8.12 
59.10 
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Le tableau 2.4 prCsente  la  composition en acides amines essentiels  et  non-essentiels  des 
proteines  de  la  pulpe  de  cafe,  en  comparaison  avec  d'autres  sources  importantes  de  proteines 
veg6tales. 

Acides  Amin& 

Lysine 
Histidine 
Arginine 
Thrhnine 
Cysteine 
Methionine 
Valine 
Isoleucine 
Leucine 
Tyrwine 
Phenylalanine 
Hydroxyproline 
Acide  aspartique I 

Serine 
Acide  glutamique 
Proline 
Glycine 
Alanine 

La composition  en  acides  amines  de la pulpe  de  cafe  est trh similaire a celle  des  farines 
de  soja et de  coton,  mais  elle  contient  plus  de  valine  et  de  lysine et moins  de  leucine,  de 
tyrosine et de  phenylalanine  que  la  farine  de  maïs. Les acides amines essentiels  les  plus 
abondants dans la pulpe  de  cafe  sont : la  lysine,  la thdonine, la  tyrosine,  la  valine  et  la 
phenylalanine et en  moindre  importance : la  methionine et  l'isoleucine.  Ces dsultats sont 
en  accord  avec  ceux  de JARQUIN et coll. (1973). I1 sera important  de  tenir  compte  de 
ces  informations  pour la formulation  d'aliments  concentres pour l'alimentation  animale. 

BRESSANI et  coll. (1972) notent  que 40 % de  l'azote  total  de  la  pulpe  de 
cafC,  determine  par la methode  de  Kjeldhal,  est  de  l'azote  non  proteique  contenu  dans la 
cafeine,  la  trigonelline,  la  niacine,  les  purines,  les  pirimidines,  l'azote  inorganique  et  d'autres 
fractions  qui ne sont  pas  identifkks.  Par  condquent,  la  faible  concentration  en  acides  amines 
dCtermin6e  par  d'autres  auteurs peut venir  du fait que  seulement 60 % de l'azote  provient 
des  proteines. 

Les autres compods organiques  prdsents  dans  la  pulpe  de  cafe  (cafeine, compods 
phenoliques,  sucres,  substances  pectiques)  sont  donnCs  dans le tableau 2.5. 

I:. . . 
. . . . . . . . . 
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en 5% de matitse &he 1 BRESSANI et COIL, I Autres  Auteurs 

Cafdine 

Tanins 

1972 
130 0.51 96 (JAFFE et ORTIZ,  1952) 

0.75 96 (ZULUAGA et coll., 1975) 
1,14 96 @AUK,  1986) 

k&?j$m%'ms~m%s% 
1,80 il 856 450 96 (AGUIRRE, 1966) 

1,44 96 (JAFFE et ORTIZ,1952) 
2.40 % (MOLINA et coll., 1974b) 

On  observe un taux  non  negligeable  de  cafeine,  de tanins, d'acide  chlorogenique et 
d'acide  cafeique.  Ces compods sont responsables  de la toxicitt?  connue  de la pulpe  de cafe 
(BRESSANI, 1978~). 

Le tableau  2.6  &sume  les  valeurs  moyennes  en compods mineraux  de la  fraction 
<< cendres >) de la  pulpe  de  cafe.  La  concentration  importante  en  potassium  peut  constituer 
un des  facteurs  antinutritionnels  en  alimentation  animale (JARQUIN et coll.,  1973 ; 
CAMPABADAL, 1987).  On  trouve  aussi 11,1% d'acide  salicilique  dans  les  cendres 
(AGUIRRE, 1966) 

Compas& 
Cendres 96 MS 
Calcium 
Phosphore 
Fer 
Sodium 
Potassium 
Magnesium 
zinc 
Cuivre 
Manganese 
Bore 

96 MS 
96 MS 
%Ms 
96 MS 
96 MS 

PPm 
PPm 
PPm 
ppm 

WILBAUX (1956)  donne  les  chiffres  suivants pour les  principaux  constituants  de  la 
fraction  hydrate  de  carbone (% PMS) : cellulose  27,65 ; sucres dducteurs 12,40 ; sucres  non 
r6ducteurs  2,02 ; substances  pectiques  totales  6,52. 

Le tableau  2.7  exprime  les  resultats  du  fractionnement  de la  paroi  cellulaire et des 
polysaccharides  de la pulpe  de  caf6. Le contenu  cellulaire  de  63 % sugg8re  que  ce  materiel 
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Q + p-D-Fructose 
D-Galad 
CGD-GIUW~ 
J3-D-Glucose 
Inositol 
Saccharose 
TOTAL 

Le B-hctose (anomPre Q + S) constitue  approximativement 50 5% des sucres libres  et 
cette concentration  augmente pendant le sechage au soleil. deuxii&me.  sucre important est le 
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D-glucose (anomhe a + S) qui  represente 30 % du  total  dans la pulpe lyophilide. Les 20 96 
restants  sont  constitues  par le saccharose  et le galactose. La concentration  de  saccharose 
diminue  de moitir5 pendant le khage  au  soleil. Le taux  en  inositol est  pratiquement 
negligeable. 

En  conclusion,  on peut remarquer  que dans la pulpe  de  cafe se trouvent  des  substances 
chimiques  attractives p o u r .  l'alimentation  animale  (sucres libres, proteines,.  h6micelluloseY 
cellulose) ; cependant  elles  sont  etroitement li&s B d'autres  substances  (cafdine  et compods 
phenoliques)  qui  peuvent être toxiques pour certains  animaux  (poulets,  porcs, bovins). 

2.2.2 - Les facteurs  toxiques  dans la pulpe  de cafk 

La limitation  principale B l'utilisation  de  la  pulpe  de  cafe  comme  substrat pour 
l'alimentation  animale  reside dans la  presence de compods toxiques  tels  que la  cafdine 
(0,6 B 1,3 % PMS), les  phenols  libres  (l'acide  chlorogenique : 0,18 B 3,16 % PMS ; l'acide 
cafeique : 0,28 B 2,58 % PMS ; l'acide  tanique : 2,30 B 5 3  % PMS), les  phenols  polymeriques 
(c'est-B-dire  les tanins hydrolysables  et  les  tanins  condenses)  et  la  forte  concentration de 
potassium (BRESSANI, 1978~). 

Toutes  ces  substances  peuvent  directement ou indirectement  avoir un effet  toxique ou 
antiphysiologique. Il est  possible  que  la  pulpe  de  caf6  contienne  d'autres  substances 
responsables  des  effets  observes  chez  les animaux par  action  individuelle ou par une  action  de 
synergie  avec  les  composes  mentionnes. 

2.2.2.1 - La cafbine 

La cafeine  est  une  purine  appartenant B la  famille  des  alcaloïdes.  C'est  en  fait le nom 
generique  de  la 1-3-7-trim6thylxanthine. Sa  formule  chimique  est : CSH10N40-2.  Son  poids 
mol&ulaire  est  de 194,2 g.mol-'  (WINDHOLZ  et  coll., 1983). La  figure 2.13 presente  les 
differents  d6rives  m6thyles  de la xanthine,  dont  la  cafeine. 
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, en concentration sup6rieure 

roteines.  D'autres  auteurs 
R, 

La concentration  moyenne en c 

et coll., 1972). Chez  des 
chez  la souris mâle B 355 mg.kgl chez b rat mâle OIL9 1983). La dose 
l6tale estimke pur l 'home est de P' 

ts dans les relations  ed6ine-pulpe de caf6-alimentation 

- la  concentration  relativement $1 
- l'effet connu  de  stimulant  physique 

te. Si l'on considhe que  la  valeur  moyenne en cdeine 
dans la  pulpe est de 1 ant de celle-ci qx6sente 

vdew moyenne de grot6ine t 15 9% du Baux de 

L'effet diudtique de la  cafkine  contenue  dans la pulpe  de cd6 puraait expliquer  les 
diminutions de retention et la  perte pw l'urine de l'azote. De plus,  l'augmentation en acides 
gras  chez  les  moutons  aliment6s avec de  la  pulpe de cd6 (B M et coll., 1973) pourrait 
être attribu6e & l'action  lipolytique de la  cafkine, comme cela  montre par BEWET 
et eoll. (1965) et HAWKINGS et DAVIS  (1970). 

L 

Les effets de la cafehe dans  l'alimentation  animale ont Ct6 Ctudi6s par de  nombreux 
auteurs (J3 et coll., 1973 ; JARQUIN et coll., 1973 ; VARGAS,  1974 ; CABEZAS et 

coll., 1974 et 1976 ; FLORES RECINOS, 1976). La consommation  par  des ruminants de 
grandes quantites de pulpe  de cafe provoque  des  disfonctionnements  physiologiques tels que : 
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le tympanisme,  l'inflammation  des  extdmit6s,  la  chute  des poils, des  problkmes de peau  ainsi 
qu'une  augmentation  de  la sh6tion urinaire. Des pertes  de  poids  ont  et6  enregistnks  chez  des 
ruminants  dont  la  ration  alimentaire  comportait 25 % de  pulpe  de  cafe. 

2.2.2.1.2 - La  ddgradation  de  la caféine 

Au cours  des  demikres  ann&,  plusieurs  etudes  ont 6t6 menks, avec  pour  objectif  la 
diminution,  voire  l'elimination,  des compods toxiques  de  la  pulpe  de  cafe.  Diverses  m6thodes 
physiques,  chimiques et biologiques  ont  et6  propos6es. 

. .  es Dhvslaues et c- : Les principales  sont  la  d6shydratation,  l'extraction  par  des 
solvants,  la  maceration  avec  des  acides  ou  des  traitements  chimiques B l'hydroxyde  de  calcium 
ou  le  m6tabisulfite  de  sodium (BRESSANI et coll., 1972). Ces  techniques  sont employks 
pour la dkafeination du  caf6,  mais  celles-ci  sont  dangereuses  car  elles  peuvent pdsenter 
des  traces  de  solvants. De plus,  ces  traitements  entraînent  une  perte  de  flaveur  des  produits 
originaux.  Enfin,  ces  techniques  se  revklent  coûteuses. 

Methodes  biolorriaues - -  : Ces  techniques de dCgradation  par  voie  microbienne  ont rkemment 
interesse  de  nombreux  chercheurs,  car  elles  se  presentent  comme  une  alternative  interessante 
sur  le  plan  kologique. Parmi elles : 

La &gradation de la cafkine par des baetbries : certaines  souches  de Pseudomonus  putida 
sont  capables  d'assimiler  la  cafeine  en  l'utilisant  comme  seule  source  de  carbone  et  d'azote 
(WOOLFOLK, 1975 ; BLECHER et  LINGENS, 1977). Si  certaines  variktks  ne  peuvent  se 
developper  sur  des  milieux  contenant  plus  de 5,5 g.1-1 de  caf6ine (BLECHER et LINGENS, 
1977), d'autres  ont montre une  aptitude B resister B des  teneurs  de 20 g.1-1  (MIDDELHOVEN 
et BAKKER, 1982). 

La &gradation de la cafbine par des champignons filamenteux sera  trait6e  ulterieurement 
dans  cette  etude  bibliographique (0 2.4). 

2.2.2.2 - Les compds  phholiqum 

Les compods phdnoliques  appelCs  aussi  polyph6nols,  sont pdsents dans  tout  le  monde 
vegetal  et  comprennent un groupe  hCt6rogihe  de  substances,  certaines  avec  des  structures 
chimiques  relativement  simples  dont  les  plus  importantes  sont  les  anthocyanes  (pigments 
rouges et  bleus  des  fleurs  et  des hits), les  flavones  et  leurs  d6rivCs  (pigments  jaunes) ; 
on  peut  ajouter les acides-ph6nols,  dont  la pdsence constante dans les  plantes  a kt6  reconnue, 
ainsi  que  d'autres  beaucoup  plus  complexes  comme  les  tanins  et  la  lignine  (RIBEREAU- 
GAYON, 1968). 

Dans  le  grain  de  cafe un taux ClevC de  ces compods et  en  particulier  en  acide 
chlorog6nique (4 B 8 % PMS) a CtC determine (CLIFFORD, 1985). Des Ctudes sur les 
compos&  phenoliques  de  la  pulpe  de  cafe  ont Ct6 r6alisk.s  directement  ou  indirectement. 
Quelques  r6sultats  sont  present&  ci-ap&s : 
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Compo& phdnoliques I Moyenne k PMS 5% Total 
Acide  protocatechique I 0'62 1,65 

~ Catechine 
~ Acide  chlorogdnique 

Epicatkhine 
Acide fdrulique 
Acide  chlorogdnique I 
Acide  chlorogdnique II 
Acide chloroghique IJI 

2, 
41,67 
21.23 
0,79 
5950 

18,65 
4,72 

Rutine 
Total 

2.36 0,03 
100,oO 127 
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Ces  Ctudes  ont CtC r6alis6-e~ B partir  de  pulpe  fraîche  et  de  pulpe  déshydrat6-e  de  douze 
cultivars  différents ; elles  démontrent  que  la  majorité  (plus  de  80 %) des  compo&s 
phénoliques  de  la  pulpe  de  café  sont  des  acides  chlorogéniques  et  des  acides 
isochlorogéniques. CLIFFORD et RAMIREZ-MARTINEZ (1991) confiment ces  résultats. 
D'autre  part,  la  concentration  totale  en  acide  chlorogénique  varie  de  0,4 B 1,6 % PMS 
(RAMIREZ-MARTINEZ et CLIFFORD, 1990) ; ces  valeurs  sont  lCg2rement  inférieures B 
celles  obtenues  dans  les  Ctudes  antkrieures  et  dCterminées  par  d'autres  techniques  de  dosages. 

BRESSANI (1978c),  résume la possible  action  des  phénols  libres c o r n  une 
interférence  avec la digestibilitd  des  protéines. Les Ctudes dalides par VELEZ et  coll.  (1985) 
conf ien t  que  les  composés  phénoliques  de  la  pulpe  de cafC  ont  la  capacitC  de se lier  aux 
protéines,  l'interaction  maximale  étant observk B pH 5. D'autre  part, il est  possible  aussi  que 
les  composés  phénoliques  interf8rent  avec  l'utilisation  de la thiamine  et  d'autres  nutriments 
(SOMOGYI et NAGELI, 1976).  DE ROZO et  coll.  (1985)  ont démontd que  les composCs 
phénoliques  diminuent  considérablement  la  capacité  d'absorption  du  fer,  même  pour  des 
quantités  correspondant B une  ration  alimentaire  ne  contenant  que  10 % de  pulpe  de  café. 

2.2.23 - Le  potassium  et  l'acide  salicilique 

Les concentrations  moyennes  en  potassium dans la  pulpe  de  cafC  sont  élev&,  voisines 
de 3,20 % PMS  (ZULUAGA, 1989).  Ces  concentrations  peuvent  représenter un obstacle 
il l'utilisation  de  la  pulpe  de  café pour l'alimentation  de  certains  animaux,  en modifiant 
l'6quilibre  ionique  des  tissus (VARGAS, 1974).  D'autres  auteurs  ont  détermin6 11,l % d'acide 
salicilique  dans  la  pulpe  de  café (AGUIRRE, 1966),  ce  qui  en  limite  également  l'utilisation. 

2.2.3 - Les utilisations  de la pulpe  de caf6 

Le principal  sujet  de  recherche  sur  la  valorisation  et  l'utilisation  de  la  pulpe  de  cafe 
est  l'obtention  d'un  produit  apte B la  consommation  animale sous forme  d'ensilage ou de 
produit  séchC (BRESSANI et coll,  1974). 

La  pulpe  de  cafC  peut  Cgalement servir de  substrat  pour  l'extraction  de  la  cafkine, 
les  résidus  de  cette  technique  Ctant  utilisCs  en  alimentation  animale. De nombreuses  autres 
utilisations  sont  envisageables : extraction  et/ou  production  de  protdines,  de  substances 
pectiques,  d'enzymes  pectinolytiques,  production  de  mélasses,  d'alcool,  de  vinaigre,  de 
fertilisants  organiques,  de  biogaz. La pulpe  de  café  peut  aussi  être un substrat  utilisable  pour 
la  production  de  champignons  comestibles  ainsi  que  pour  la  lombriculture  (Tableau  2.1  1). 

2.2.3.1 - En alimentation  animale 

La pulpe skhée contient  environ  10 % de  protéines  et  moins  de 25 % de  fibres, 
facteurs  interessants  pour  l'alimentation  animale.  Cependant,  la  pulpe  presente  plusieurs 
inconvenients : sa  faible  appetence  ne  permet  qu'une  substitution  partielle  dans  la  ration 

Etude Bibliographique 



Engrais organique 

I Pleurotes 

ROUSSOS, 1985 
FAQELA et eoll., 1989 
BQCCAS et cd . .  1994 



-49-  

normale ; d'autre  part sa teneur  6levee  en  fibre  et  en  lignine  et  son  activitk  antiphysiologique 
diminuent  fortement  sa  digestibilite,  surtout  chez  les  monogastriques.  Cette  toxicité,  qui 
se  traduit  par  une  perte  de  poids,  une  inflammation  cutan& ou une  chute  de  poils  serait 
attribut% B la  cafdine,  aux  tanins,  aux  acides  chlorogeniques  et  cafkiques  et  au  taux 
de  potassium. Les animaux  refusent  de  consommer  la  pulpe  de  cafe  lorsqu'elle  représente 
lapart principale  de  la  ration  alimentaire (CABEZAS et coll., 1976). A l'heure  actuelle, 
elle  est  parfois  incorpode  dans  la  ration B raison  de 30 % pour les  poissons  (GARCIA  et 
BAYNES, 1974 ; " E N S E N ,  1981), de 20 B 30 % pour  les  bovins  (CABEZAS  et  coll., 
1978),  16 % pour  les  porcs  (JARQUIN et BRESSANI, 1977) et 10 % pour  les  poulets 
(BRESSANI et  coll., 1973). 

La valorisation  de  la  pulpe  de  cafe en  tant  qu'aliment pour les  animaux  peut se faire 
sous deux  formes : 

- par  addition  directe B la  ration  alimentaire ; 
- par  addition  indirecte,  c'est-B-dire aprb transformation  du  residu. 

L'interêt  de  la  pulpe  fraîche incorpork directement dans l'alimentation  animale  est  plus 
ou moins  discute.  En  effet,  son  utilisation  pr6sente  certaines  limites  telles  que  sa  disponibilite 
saisonniibe  et  sa  qualit6 xn&bcre due  aux compods toxiques.  Son  niveau  optimal 
d'incorporation  dans  la  ration  est  d'environ 15 %. A ce  pourcentage,  aucun effet 
physiologique  negatif  n'est  observ6  sur  les  ruminants  (GOPALAKRISHNA RA0 et 
NATARAJAN, 1974). 

La pulpe  de  cafe  contient 80 21 85 % dhumidite (BRESSANI et coll., 1972) mais il  a et6 
montre  qu'ap&s  une  op6ration  de  pressage,  on peut ruuire l'humidit6 21 55 - 60 % (MOLINA, 
1978). Il est  possible  de  produire  des  proteines  fongiques 21 partir  du jus de  pulpe  r6sultant  de 
cette  operation (DE LEON et  coll., 1980). Le milieu  de  culture  apri3s  la  croissance  peut  être 
concentre afin d'obtenir  une  melasse  enrichie en proteines,  utilisable  en  alimentation  animale. 
On peut  aussi  extraire  de  la  pulpe, 21 l'aide  d'eau  ou  de  solvants  organiques,  la  cafeine  et 
d'autres  substances  valorisables  (sucres,  enzymes). Le r6sidu  de  pressage ou d'extraction  de 
la  pulpe  fraîche  peut  être skhC ou ensile,  et incorport5  aux  rations  alimentaire  animales 
(GOMEZBRENES, 1978). 

L'ensilage  est un proc6dC  de "transfomation"  de  la  pulpe. I1 s'applique  6galement au 
tourteau de pulpe.  La  pulpe  de cafe ensilk est  sup6rieure 21 la  pulpe skhe pour  ce  qui 
concerne  sa  valeur  nutritionnelle,  mais  sa  digestibilite in vitro est  inferieure.  L'am6lioration 
de  l'acceptabilid  de  la  pulpe  ap&s  ensilage  semble  être  due B la  diminution  des  teneurs  en 
caf6ine  et  en  tanins,  entraînes  par  les  produits  de  drainage  (ADAMS  et  DOUGAN, 1981) ou 
degrades  par  les  bacteries  lactiques (DE MENEZES et  coll., 1993 ; PORRES et  coll., 1993). 
La  disponibilid  des  protéines  reste  cependant  affect&  par  la  presence d'un fort  taux  d'azote 
lignifie.  L'utilisation  de  la  pulpe  de cafe ensilk est  acceptable dans une  proportion  de 20 % de 
la  ration  alimentaire  des  ruminants  et  des porcs (BRESSANI et  coll., 1974 ; CABEZAS et 
coll., 1978 ; JARQUIN, 1978). 
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de  microorganismes  comme Aspergillus oryzae, Bacillus  megatherium et Saccharomyces 
cerevisiae (CALLE,  1974b).  La  production  de Candida  utilis selon  un  proc&6  semi-continu 
est  dt?crit  par  CAL=  (1977). PEk4LOZA (1981)  utilise  la  pulpe  de  cafe  comme  substrat 
pour  des FMS avec Aspergillus  niger,  Penicillium  crustosum et Trichoderma  harzianum, et 
note  une  augmentation  du  taux  prot6ique  dans  le  produit  ferment6. 

Les matihres  pectiques  totales  reprbsentent 5,2 B 6 % du  poids  de  matihre  shche  de  la 
pulpe et 33 % dans le  mucilage  de C. arabica, alors  que  les  plus  grandes  sources  de  pectines 
industrielles  (les  agrumes)  contiennent  entre 1,5 et 3,5 % (CALLE,  1977). La pulpe et  le 
mucilage  seraient  donc  des  sources  pectiques  int6ressantes. La pulpe  de  caf6  contient 
6galement  des quantids non dgligeables de  celluloses  et  d'h6micellulose  (Tableau 2.7). 
Elle  pr6sente  donc  un  intkrêt  certain  pour  la  production  d'enzymes  inductibles  comme  les 
pectinases  et  les  cellulases  (ROUSSOS,  1985 ; FAVELA et  coll.,  1989 ; BOCCAS  et  coll., 
1994).  Cependant,  l'extraction  d'enzymes  pectiques  des  eaux  et  des jus dsiduels du  traitement 
du cd6 ou de  la  pulpe  donne  une  activit6  enzymatique  qui  reste  infkrieure B celle  des 
pdparations commerciales. D'où la  n6cessit6  de  concentrer  ces  enzymes par saturation  au 
sulfate  d'ammonium (VERNET, 1987). 

La UAM et I'ORSTOM  ont  d6velopp6  une  nouvelle  technique  qui  fait  appel B la  culture 
sur milieu  solide  pour  la  production  de  biomasse  et  d'enzymes  telles  que  les  cellulases et  les 
pectinases  (CORZO  et  coll.,  1986).  Cette  technique  permet  Cgalement  l'utilisation  de  la  pulpe 
de  caf6  comme  substrat  pour  la  culture  de  champignons  filamenteux  et  la  production  de 
probiotiques  (AQUIAHUATL  et  coll.,  1988 ; FAVELA et  coll.,  1989 ; TAPIA et  coll.,  1989). 

2.23.5 - Comme  substrat pour la production  de  champignons  comestibles 

Des  6tudes  sur  la  production  de  champignons  comestibles (Pleurotus ostream) ont 
donnC des dsultats relativement  satisfaisants. Un  proc6d6  semi-industriel  avec  une  capacit6 B 
traiter une tonne de  pulpe  de cafe par  jour,  donne  une  production  journali5re  approximative  de 
150 kg de  champignons  frais,  soit  une  production  mensuelle  de  4,5  tonnes  (GUZMAN  et 
MARTINEZCARRERA,  1985 ; ROLZ et coll.,  1988b ; MARTDTEZCARRERA  et  coll., 
1989).  La  pulpe  rdsiduelle,  apr5s  la  culture  du  champignon, peut être  utilis6e  comme  aliment 
animal ou comme  fertilisant  (MARTINEZ-CARRERA  et  coll.,  1989). 

2.2.3.6 - Comme  substrat  pour la lombriculture 

La  culture  de  lombric (Eisenia  foeti&, Sav.)  sur  pulpe  de  caf6 Mche comme  substrat 
alimentaire  est une alternative  d'utilisation  de  ce  sous-produit d6jja  expdrimentbe  en  Colombie 
(DAVILA  et  ARANGO,  1991). Le lombric  intervient dans le  processus  &humification  en 
pdsentant  de nombreux  avantages  tels  que  la  diminution  du  temps  de  dkomposition  de  la 
pulpe,  la  diminution  de  son  pouvoir  contaminant,  une  mise  en  ceuvre  facile,  l'obtention  de 
produits  finaux  intkressant  pour  l'agriculture  comme  l'humus  (de  meilleur  qualit6  que  l'engrais 
classique  obtenu  directement  de  la  pulpe, SALAZAR et MESTRE, 1991). Par ailleurs,  les 
lombrics  peuvent  eux-même  servir  en  alimentation  animale  (aquaculture,  aviculture,  etc...). 

Etude Bibliographique 



Diverses 6tudes te n5alisCes dms le but  de  diminuer,  voire d'6liminer, les  effets 
nCgatifs que  causent c s substances  chimiques p 

animaux  monogastriques  et les mxninants. 

GO un traitement de la pulpe avec  une solution 
une diminution des  tanins m i s  aucune 

la  caf6ine, des acides c h l ~ ~ g ~ n i q u ~  et c e. E'autew conclut que le 
mitement alcalin n' eur nutritive de la pulpe. 

O et cdl. 1977) sw de la pulpe  de cd6 d&hy&at 
au  soleil et  trai  avec  des  solutions  de 8,s B sulfite de sodium, ont montre une 
diminution  du conte~lu en fibres et en Les auteurs concluent  que  cette 
alternative  donne  des r6sultats similaires au  traitement 2 l'hydroxyde  de cdciurn. 

VAS (1976) ont test 
la  toxicid et la valeur  nutritive de la pulpe  de cafe hea  des rats. Le produit d&af6inC a 6t6 

25 O C  et une  percolation B 9 
auteurs infoment que l'extraction de la G a et6 sufiwte,, mt 

qudifd de dCtoxiqu 

Selon ) 9  compte  tenu  du caractkre saisonnier de la  production de la 
pulpe de e&& l'ensilage offre  des pe e utilisation ultk~eure du 
substrat. Les silos en fosses p pauwis en  caf6ine et en 
mins, car une p 
Un autre  intkri2t de  l'ensilage est qu'il O 

de  traitement du $rain, et de la shher elles4 sont B nouveau 
disponibles. 

tude utilisant la  pulpe  de cd6 endCe. Il a test6 ce 
substrat ~o~ppne milieu  de  culture gour des mi e  les levures  du  genre 

. Il a 6tabli  une c croissance  des  levures 
capables d'utiliser  la caf6inne c o m e  source $'azote et la  diminution de cet  alcaloïde dans les 
silos inocules. 

CALDERON (1981) a exg6bent6 un proc C de  fermentation a6robie (compostage) et 
a d6montr6 que  ce proc6d6 permet  une  augmentation delle du taux de  protbines  disponibles 
dans la  pulpe  de caf6. L'auteur  note  que  la  teneur  en  grotkines  augmente  avec  le temps de 
fermentation.  Ce procU6 a6robie  donne un meilleur  rendement en prodines  que  le prsckdk 
d'ensilage et permet  en  outre  une  diminution  significative  de la concentration  en  cafkine. 
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PERALOZA (1981) utilise un proc&6  de  fermentation  en  milieu  solide  avec 

Aspergillus  niger. Il obtient  une  augmentation  des  proteines  vraies  de 200 % et  observe  par 
ailleurs  une  diminution  notable  des  fibres,  de  la  cellulose,  des  hemicelluloses  et  des  fibres 
acides  detergentes.  Bien  que  les  taux  en tanin et  en  cafeine  n'aient  pas  6t6  affectes  par  la 
fermentation,  le  proc6d6  permet  d'ameliorer  de  manihre  significative  la  qualit6  nutritionnelle 
du  materiel  test6  sur  des  poulets. 

AGUILAR  (1983) et GUZMAN (1983) ont  travail16  sur  la  fermentation  solide  de  la 
pulpe  de  cafe  avec Aspergillus  niger, en  faisant  varier  les  niveaux  de  la  source  d'azote  avec 
AspergiZZus  niger sans obtenir  une  disparition  complbte  de  la  cafeine. 

Enfin, AQUIAHUATL et COU. (1988) ont  isolk  au  Mexique 350 souches  de 
champignons  filamenteux  de l'hosyskme caf6ier  (sol,  feuilles,  fruits). Parmi elles, huit 
souches  ont pdsendes une  forte  capacitC B degrader  la  caf6ine  en  milieu  liquide  synthetique 
(2 Penicillium et 6 Aspergillus). Testks en  fermentation  en  milieu  solide  sur  de  la  pulpe 
de  cafe,  toutes  ces  souches  dlectionnkes  degradent  la  cafeine, B condition  qu'aucune  source 
exoghne  d'azote  ne  soit  ajoutke (ROUSSOS et coll., 1989). Ces  souches  produisent  Cgalement 
d'importantes  quantites  de  pectinases (BOCCAS et coll., 1994). 

2 3  - Les Fermentations  en  Milieu  Solide  (FMS) 

Dune manihre  gCnkrale,  on  dCfinit le milieu  solide, dans le  domaine  des  fermentations, 
comme un matdriel  humide  qui  n'est  pas  liquide,  ni  en  suspension  dans  l'eau  et  qui  permet  le 
developpement  de  la  microflore  dCside  en  surface, mais  aussi B l'intCrieur  de  la  matrice 
poreuse  solide,  et  en  l'absence  d'ecoulements  libre  de  liquide (LONSANE et  coll., 1985 ; 
ORIOL, 1987). La matrice  poreuse  peut être constituk d'un substrat  humide  ou d'un support 
inerte  capable  d'absorber  les  nutriments  qui  se  trouvent  en  solution. Les niveaux  dhumiditC 
relative  vont  de 12 B environ 80 5%. L'humidit6  relative  depend  du  niveau  maximal  de 
rktention  de  l'eau  dans  le  magriel utilid comme  substrat  ou  support (RAIMBAULT et  coll., 
1989). 

Les Fermentations  en  Milieu  Solide (FMS) ne  sont  pas  d'origine rhente. L'homme  les 
utilise  depuis  longtemps,  aussi  bien  pour  la  pdparation  d'aliments  fermentes  ou  de  fromages 
que pour le  compostage  ou  l'ensilage (KNAPP et HOWLL, 1980 ; RAIMBAULT,  1980 ; 
MOO YOUNG et  coll., 1983 ; HESSELTINE, 1987). 

Ces technologies,  peu  mises  en  ceuvre  dans  les  pays  occidentaux,  connaissent  depuis 
quelques  annCes un regain  d'int6rê.t.  Ainsi,  les FMS sont  proposees  comme  une  alternative  aux 
technologies  actuellement  employ6es  pour  l'utilisation  et  la  valorisation  des  produits  agricoles 
primaires.  Ces  proc6dCs  sont  lies B l'utilisation d'un materiel  humide  grâce B l'activite  de 
champignons,  de  bacteries  ou  de  levures. 
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De nombreuses fermen~tisns a l h e n ~ e s  et agricoles bas s 81pp le principe des 
sont pratiquCes  traditionnellement  depuis  longtemps  dans le monde entier.  La &venit& des 
aliments et des boissons pr6par6s en utilisant cette technique,  dans les pays  orientaux, 
africains et latino-am6ricains  n'est  pas  encore parfaitement connue.  Quelques  exemples 
donnes dans le tableau 2.12 montrent  la &venit6 des applications des FMS. Nous d6taillerons 
ici plus particuli5rement l'enrichissement en  proteines, la valorisation  des dkhets agricoles 
par  ensilage  ou  compostage et la d6pdation des compos 

.I - L'enrichissement  prsteique 

Les techniques de FNIS ont 6t6 utilisCes par de nombreux  auteurs,  pour  l'enrichissement 
en grotcines de substrats a forte  teneur  en amidon, en cellulose ou  en  peetine  tels que  le blC, le 
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riz, le maïs ou le manioc (RAIMBAULT,  1980 ; SENEZ et coll., 1980 ; LAUKEVICS et 
coll., 1984 ; CZAJKOWSKA et ILNICKA-OLEJNICZAK, 1988),  mais  aussi sur des  substrats 
lignocellulosiques  tels  que  la  luzerne  (BAJRACHARYA et MUDGETT, 1979),  la  pulpe  de 
betterave (GRAJEK, 1988 ; DURAND et CHEREAU, 1988), la pulpe  de cd6 (PE&4LOZA, 
1981), les &orces d'agrumes (LXQUERICA et LAFUENTE, 1977 ; VACCARINO et coll., 
1989). 

Domaines 
d'application  Produits  Microorganismes 

Aliments  fermentes Fromages Penicillium spp 
Koji Aspergillus orizae 

Lactobacillus spp Pozol et  levures 

I Aliments  fermentes Canne sucre Aspergillus terreus I enrkth;;; protkines Aspergillus niger 



L'ensilage est $galement U A ~  fermentation solide. Il se tempCrature ambiante 
dans des conditions anahhies, en  presence  de bacteries lactiques qui p 
lactique. L'acidification rapide du milieu  stoppe le dkveloppement  des mimrganismes 
putdfiants et l'ana6robiose  interdit ]la croissance  des  champignons (MO8-YOWG et 
eoll., 1983). En alimentation  humaine,  cette FMS est mise SI profit lors de l'elaboration  de  la 
choucroute par exemple (UNTEREINER, 1989), du rouissage du manioc, &ape de base pour 
la fabrication de nombreux  aliments  tropicaux (GIRAUD, 1993 ; BRAUMANN et coll., 
1992). Pour l'alimentation  animale, les techniques  d'ensilage  sont d6velopp s empiriquement 
depuis des sikles pour le stockage et la conservation des principales caractistiques des 
produits. Ce volet  sera  plus  pmiculi8rement  approfondi dans le chapitre 2.5. 
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2.3.2.3 - La degradation de compos&  toxiques 

L'objectif  de  nombreuses FMS alimentaires  traditionnelles  n'est  pas  d'augmenter  la 
quantit6  de  prot6ines de novo dans  les  aliments,  mais  d'am6liorer  les  possibilit6s  de 
conservation,  de  changer  leurs  propri6t6s  physiques ou organoleptiques.  D'autre  part,  ces 
fermentations  permettent  d'kliminer  des  facteurs  antinutritionnels ou antiphysiologiques,  en 
augmentant  consid6rablement  la  digestibilit6  de  certains  produits  v6g6taux  comme  dans  le 
cas  des  graines  de  soja  (HESSELTINE,  1977a  et  b). De même,  la  d6toxication  du  manioc,  au 
cours  des  transformations  alimentaires,  est  dûe & l'action  combin6e de  diffdrents  ph6nomknes 
enzymatiques,  microbiologiques  et  physiques  (GIRAUD,  1993). 

Parmi les  compos6s  toxiques  de  la  pulpe  de  caf6,  la  caf6ine praomine pour  sa  toxicit6 
vis-&-vis  de  l'alimentation  animale (BRESSANI, 1978~). L'ORSTOM  et  la  UAM  d'Iztapalapa 
& Mexico  ont  initie  une  &rie  de  recherches  visant & utiliser  les FMS comme  alternatives pour 
am6liorer  la  qualit6  nutritionnelle  de  la  pulpe  de  cafe,  en  utilisant  des  souches  de  champignons 
filamenteux  sClectionn6es  non pour leur  capacit6 & synthdtiser  des  prot6ines,  mais  pour  leur 
potentialid & d6grader  des  substances  toxiques spkifiques (AQUIAHUATL et  coll.,  1988 ; 
ROUSSOS  et  coll.,  1989). Les r6sultats  de  ces  etudes  seront  d6taillCes  au  chapitre  2.4. 

2.3.3 - Les principaux  parametres  des FMS 

La  culture  de  microorganismes sur un milieu  solide  et  humide  implique  la  maîtrise d'un 
certains  nombres  de  param&tres. Aprb avoir  consid6r6  les  microorganismes  et  la  nature  des 
substrats,  nous  pr6senterons  plus  particuli2rement  la  relation  entre  l'activit6  de  l'eau  et 
l'humidit6,  l'a6ration  dans  le  cas  des  fermentations  aerobies,  le  contrôle  du  pH  et  de  la 
temperature.  Enfin,  nous  6tudierons  les  m6thodes utilides pour  l'estimation  de  la  biomasse. 

2.33.1 - Les microorganismes 

Les microorganismes utilids en FMS peuvent  être divis6 en  deux  groupes. Le premier 
concerne  les  microorganismes  de  la  microflore  naturelle (endoghe) du  substrat,  le  second, 
la  culture  pure ou mixte  inocul6e. Les proc6d6s de  compostage  et  d'ensilage  utilisent 
gCn6ralement  l'ensemencement  naturel  comme  inoculum. Les cultures  pures  sont  largement 
utiliskes  pour  la  production  d'aliments  ferment&  comme  par  exemple Aspergillus oryzae pour 
la  production  industrielle  de  Koji  (PANDEY,  1992). 

Les champignons  filamenteux  sont  les  mieux  adapt& A la  culture en FMS a6robie  car 
eux  seuls  sont  capables  de  se  d6velopper en  l'absence  d'eau  libre (KARANTH, 1991). De plus, 
ils  prksentent  l'avantage  d'envahir  le  support ou substrat,  par  croissance  apicale  et  ramification 
du  myc6lium,  permettant  ainsi  l'approvisionnement  en  nutriments  au  cours  de  la  fermentation 
(RAIMBAULT,  1980). A l'inverse,  les  bacteries  et  les  levures  ne  peuvent se dkvelopper qu'A 
la  surface  et A l'intirieur  des  cavites  de  la  matrice  solide  (SAUCEDO-CASTAmDA,  1991). 
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De nombreux auteurs ont m i s  en 6vidence l'importance de l'eau pour le m6tablisme des 
microorganismes en FMS (RAIMBAULT, 1980 ; GERVAIS et coll., 1988 ; ORIOL et coll., 
1988 ; GERVAIS et SARRETI'E, 1990). Dans la plupart des cas, l'augmentation de l'humidite 
du substrat provoque une augmentation du  taux ifique de  croissance (p.), de la biomasse et 
de  la synth6se d'enzymes (NISMIO et coll., 1979 ; NARAHARA et coll., 1982 ; SAT0 et 

coll., 1983). 
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Prenant  en  compte le rôle  de  l'humidite,  plusieurs  auteurs  ont  conçu  des  procédés 
nouveaux qui  permettent  de  bien  contrôler  l'eau  au  cours  des FMS : 

- fermenteurs  agites ( A m ,  1964 ; LINDENFELSER  et  CIEGLER,  1975 ; RAIMBAULT, 
1980 ; DURAND et CHEREAU,  1988) 

- fermenteurs  statiques  (RAIMBAULT,  1980 ; SAT0 et coll., 1983 ; NARAHARA  et  coll., 
1984 ; ROUSSOS,  1985) 

- syst2mes de  regulation  de  l'humidite  (GERVAIS et BAZELIN,  1986 ; BARSTOW et coll., 
1988 ; RYOO et coll.,  1991). 

2.3.3.4 - L'abration et les khanges gazeux 

Le contrôle  de  l'environnement gazeux au  cours des FMS aerobies  est un facteur 
important  pour  le  developpement  des  microorganismes.  Celui-ci  depend  de  la  vitesse  du  flux 
gazeux  dans  la  masse  du  produit,  de  la  vitesse  de  transport  de l'oxyghe dans le milieu  et de la 
vitesse  de  consommation d'Oz par  les  microorganismes  (RAIMBAULT,  1980). 

L'aeration  permet  d'assurer  différentes  fonctions : 

- l'approvisionnement  en  oxyg2ne  pour  la  croissance  aerobie et le metabolisme ; 
- la régulation de l'humidite ; 
- la  régulation de la  temperature ; 
- l'élimination de  metabolites (Cm, alcools, ...). 

Dans  la  plupart  des prOc&Cs, aussi  bien  au  niveau  experimental  qu'au  stade  industriel, 
l'aeration des milieux de  culture  se fait par  injection d'air comprime  sterile ii travers  les 
fermenteurs.  Pour MOO YOUNG et coll.  (1983), les  transferts  de  gaz  peuvent  être  effectues 
par  differents mkanismes : 

- le  transfert  inter-particule,  qui  concerne  les khanges de  masse  par  convection entre la  phase 
gazeuse et l'interphase  gaz-solide. 

- le transfert  intra-particulaire  concerne  la  diffusion  de l'Oz et du  CO2 entre  l'interphase  solide- 
gaz et  l'intérieur de la  matrice  solide. 

De  nombreux  auteurs  ont m i s  en  &idence  l'effet de  la  composition  en COz et en O2 
sur le  metabolisme  des  microorganismes  cultives  en FMS. Ainsi,  lors de la  production 
d'enzymes  par Aspergillus oryzae sur riz,  l'effet  positif de  la pression  partielle d'oxyghe 
sur le  rendement en amylases  a C d  mesure  (BAJRACHARYA et MUDGE'IT,  1980).  De 
même,  NARAHARA et coll.  (1982)  ont  obtenu des rendements  superieurs  en  amylases et en 
proteines  si  la  pression  partielle  en CO2 est  comprise  entre 2 et 5 % au cours  de la phase 
exponentielle de croissance, et en  proteases,  pour  une  pression  partielle de 5 % durant  la 
phase  stationnaire. 

Le probl2me de l'hCt6rogCneit6  des  substrats est  toujours  present  en FMS. I1 dkoule de 
la  nature  des  produits  utilises  (fibreux ou amylaces) et peut  entraîner  des  gradients  importants 
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Plusieurs auteurs ont props6 diverses smtCgies pur la dgulation de la temg6wture.  La 
plupart d'entre  eux utilisent une B tmven le fermenteur, d'autres %es 

prspmCt6s rehielissates de P'6v ontr6ler automatiquement  l'humielit6 
et 

la mesure du  pH en continu est m%ativement difficile (PEBOIS et COPI., 
n eau du d i e u  de  culture 

sont les principaux obstacles B une  mesure satis niveau  du  laboratoire,  on 
rMise une estimation globale  du pH apr2s  une  l'tkhantillon  solide  dans 
un volume  d'eau 5 h 10 fois  supesieur (OMOL, 1987). Toutefois,  cette mt?thde ne permet  gas 
de  mesurer le pH A l'int6rieur de la matrice  au cours de  %a  fermentation ; elle  ne  tient  donc  pas 
compte  des  gradients  de pH ponctuels  r6sultant  des daetions biologiques. 

Afin &kviter de fortes variations  de pH, RAMBAULT (1980) a pdconise l'utilisation 
de  sels minbaux qui conerent au milieu de culture un pouvoir  tampon.  Ainsi, un melange  de 
sulfate  d'ammonium  et d ' de ,  en proportions ates, a permis  de maintenir le pH A des 
valeurs  favorables  la  croissance d'Aspergillus niger. Cette  technique a Ctt?, par la  suite, 
utilisCe par diff6rents  auteurs (HUERTA-QCMOA, 1984 ; ROUSSOS, 1985 ; ORIOL, 1987 ; 
DUFOUR, 1990 SAUCEDO-CAST 
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2.3.3.7 - La dbtermination  de la  biomasse 

L'estimation  de  la  biomasse  en  milieu  solide,  par  comparaison  avec le milieu  submerge, 
est tr&s difficile. Les methodes  de  dosage  couramment utilides en  fermentation  liquide  ne 
peuvent  gen6ralement  pas l'être en FMS, B cause  de  la  nature  du  materiel  et  de  la  capacit6  des 
microoorganismes B pCn6trer dans  les  espaces  intercellulaires  et  intracellulaires  de  la  matrice 
solide.  En  raison  de  la  difficult6 B separer  le mycClium  du  materiel  solide, il  est  indispensable 
de proctkier B un echantillonnage  et  d'appliquer  diverses dthodes indirectes  de  dosage  de  la 
biomasse. 

Certains  auteurs  utilisent  des  m6thodes  biochimiques  permettant  l'analyse  de  certains 
composants  de  la  biomasse : 

- les  proteines  par  la  methode  de  LOWRY et coll.  (1951) ou par  la mCthode de  Kjeldahl  apr&s 
prkipitation des  proteines dans l'acide  trichloroacetique  (ORIOL,  1987). 

- les  acides  amines totaux (CHAPLIN,  1976 ; PE&4LOZA  et  coll.,  1985)  et  les  acides 
nucleiques  (OGUR  et  ROSEN,  1950 ; SOLOMON et  coll.,  1983)  ap&s  hydrolyse  acide  de 
l'khantillon. 

- la  chitine  par  la  methode  de  la  glucosamine  d'ELSON  et  MORGAN  (1933).  Cette  technique 
a kt6 utilide par TWO-HERNANDEZ (1992)  et  par  ROCHE  et  coll.  (1993).  On  peut  aussi 
doser  la  chitine  apr&s une  hydrolyse  acide (SMITH, 1980) 

- I'ATP  (COCHET et coll.,  1984 ; THIERRY  et CHICHEPORTICHE, 1988) 

- l'azote  total  par CHN (DUFOUR,  1990) 

D'autres  auteurs  utilisent  des  methodes  physiques  telles  que : 

- l'evolution  de  la  pression  partielle h l'intkrieur  du  fermenteur  (AURIA et coll.,  1990).  Ce 
param2tre  presente  une codlation avec  la  croissance  du  champignon et peut  être  rapportCe  de 
façon  indirecte B la  biomasse  produite  d'Aspergillus  niger  cultive sur amberlite. 

- la respiromCtrie  (SUGAMA et OKAZAKI, 1979 ; RAIMBAULT,  1980 ; CARRIZALES 
et  coll.,  1981 ; SATO  et  coll.,  1983 ; SATO  et  YOSHIZAWA,  1988 ; SAUCEDO- 
CASTA&DA,  1991).  La  mesure  des  gaz  (CO2  et 02) permet de  suivre en  continu  l'kvolution 
de  l'activite  microbienne. A partir  des  teneurs  en CO2 et 02, on  peut  prevoir  l'evolution de  la 
croissance. La chromatographie  en  phase  gazeuse  et  des  analyseurs spkifiques de CO2 et O2 
sont  utilises  pour  le  dosage  des  effluents  gazeux. 

- le traitement  d'image  (PACKER  et  THOMAS,  1990). 

Divers  mod&les  Ctablissant  des  relations  entre  les  resultats  obtenus  par  ces  mCthodes 
indirectes  et  une  6valuation  de  la  biomasse  microbienne  ont et6 propo&s  (RODRIGUEZ et 
coll.,  1991 ; AURIA  et  coll.,  1990  et  1992 ; SOCCOL  et  coll.,  1993). 
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Leur d6vePoppement se fait par  croissance  apicale : &longation  des  filaments A partir  de 
leur extr6mit$s,  dans toutes les directions et de fagon  identique. Ce de aoissance se 
traduit  par la formation  de  colonies  circulaires caact6ristiques sur un milieu de  culture gels 

Les champignons fimenteu uisent  principalement p a  la voie asem 

Pm uction de conidia. Les coni 
des cellules immobiles produites  par  divisions  mitotiques  sp es intervenant au niveau 
des  appareils cteurs : les  conidiophores. Elles se caac paf une faible teneur en 
eau,  une  absence  de  mouvement  cytoplasmique et une 

moins ,  elles n constituent pas une fome de e c o m e  dans le cas des $goEs 
bact$riennes,  bien que %'un des  facteurs  inducteur d Ilation courament avmcC soit la 
limitation en nutriments  du milieu environnant. Pl des conditions  favorables,  elles 
germent  en fomant un tube  germinatif,  base du futur mycClium. 

s conidies,  comme  les smctures reproductrices,  pr6sentent  des couleurs, des tailles, 
des  formes et des  arrangements  diffdrents  suivant les esptces de  champignons  filamenteux. 
Ces erit&res sont B la base de  la  classification  des  champignons  filamenteux (AINSWORTH et 

coll.,  1973 ; ALEXOPOULOS et MIMS, 1979 ; DOMSCH et cou., 1980). 

Les champignons  filamenteux  sont  pour  la  plupart  des  microorganismes  a6robies stricts, 
acido-tol6rants et p sentant  une  temperature  optimale  de  croissance  comprise  entre 10 et 
35 OC. .Us peuvent  assimiler  une  large  gamme de comps6s organiques  carbon& et azoth 
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grâce B leurs  nombreuses  enzymes  extracellulaires,  souvent  inductibles. Ils sont  capables  de 
synthktiser  leurs  propres  vitamines  mais  sont  hCt6rotrophes  pour  les  oligo-61Cments  impliquds 
dans  des  groupements  prosth6tiques ou dans l'activation  d'enzymes.  Enfin,  les  champignons fi- 
lamenteux se caractkrisent  par  leur  aptitude B se  d6velopper sur des  milieux B faibles  activit6s 
de  l'eau (jusqu'B 0,65). 

Le genre Aspergillus, comme le genre Penicillium, fait  partie  des  moisissures  les  plus 
couramment  6tudiées  dans  le  domaine  alimentaire  et  en  pharmacologie car ils peuvent 
tout  aussi  bien  presenter un int6rêt  dans  la  fabrication d'un produit  donne,  qu'agir  comme 
contaminants  nuisibles  voire  toxiques. Les Aspergillus et  les Penicillium appartiennent B la 
famille  des  Eurotiaceae (ALEXOPOULOS et  MIMS, 1979) et  sont  taxonomiquement  class& 
de  la  façon  suivante : 

Classe  des  ASCOMYCETES 
Sous-Classe  des  PLECTOMYCETIDAE 
Ordre des  EUROTIALES 
Famille  des  EUROTIACEAE 

2.4.1.1 - Le  genre Aspergillus 

Le genre Aspergillus est  caract6rid  par un myc6lium  septe, ramifie, incolore et 
brillant.  Chez  certaines esphes, il peut  devenir  partiellement colod, voire  marron.  L'appareil 
de  reproduction  asexu6  se  d6veloppe B partir  d'une  cellule  diff6renciCe B paroi  plus  Cpaisse : 
la  cellule  pied,  base  du  conidiophore  (Figure 2.14). Ce  dernier,  non ramifie, sept6 ou non, 
produit Zt son  extr6mit6  une  vCsicule  sph6rique B allong&  pouvant  porter  une ou deux  s6ries 
de  sterigmata. Les sterigmata  portent  les  phialides B partir  desquelles  sont liMr&s les 
conidies. Les conidies d'Aspergillus ont  des  tailles,  des  formes  et  des  couleurs trh variables. 
L'arrangement  des  chaînes  lint?aires  de  conidies,  la  forme  de  la  v6sicule  ainsi que la 
disposition  des  sterigmata  dkterminent  l'aspect  gen6ral  de  la  tête  conidienne (ou tête 
aspergillaire)  qui  peut  apparaître  globulaire,  radi&  voire  cylindrique  (RAPER et 
FENIWL, 1965). 

Les champignons  du  genre Aspergillus presentent  des  caract6ristiques  interessantes 
tant au  niveau  des  utilisations  alimentaires  que  pour  la  production  de  mCtabolites,  de 
biomasse ou d'enzymes. Ils sont  donc t&s couramment  utilis6s  dans  l'industrie  aussi  bien  en 
fermentation  liquide  que  solide (BOITON et  coll., 1985). 

2.4.1.2 - Le  genre Penicillium 

Le genre Penicillium est  caract6ris6  par un myc6lium  sept6  et  ramifit?.  Ce  dernier 
produit  des  conidiophores  sep& ou non,  pouvant  être  deux B trois  fois  ramifiCs  de  mani2re 
symétrique ou non  (Figure 2.14). La  base  non  ramifiCe  des  conidiophores est encore  appel& 
stipe. Leurs extr6mitCs  sont  porteuses  de  plusieurs  phialides,  g6n6ralement  ampouliformes ou 
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s travaux  de ROUSSOS (1885) pdsentent des champignons filmenteux 
capables de d6gder complètement  des  compos&  organiques.  C‘est le cas de compos6s 
fipweUdosiques qui sont degrades par des miamrganismes isoles du SOI, du b i s  et des 
fruits. Ces  microorganismes  sont utili s ultkrieurement lors des FMS de la paille et du son 
de  ble9 des cossettes  de  betteraves et de la bagasse  de canne a sucre. 

R (1971) ont isol  des  souches de Bacillus c ~ ~ g ~ l a l l ~ ,  
hyZlium qui  prksentent la capacit6 de degrader 

unique S O W C ~  ci’ te  en presence de saccharose. 



- 65 - 
S " M E R  et KURTZMAN en 1972 utilisent Penicillium  crustosum pour  décaféiner 
des  infusions  de cafC contenant 0,45 h 0,60 g.1-l de cafkine.  AGUTLAR (1983) et GUZMAN 
(1983) ont Ctudi6 la  fermentation  solide  de  la  pulpe  de cafC  avec Aspergillus  niger en  faisant 
varier  les  niveaux  de  la  source  d'azote sans obtenir  cependant  une  dégradation  compli3te  de  la 
caféine  de  la  pulpe. 

Plus récemment,  des  recherches  rCalisCes  par I'ORSTOM et  la UAM d'Iztapalapa B 
Mexico  ont  permis  de dlectionner des  souches  de  champignons  filamenteux  capables  de 
dégrader  la  caféine  (AQUIAHUATL  et  coll., 1988 ; ROUSSOS  et  coll., 1989). Le détail  et 
les  résultats  de  ces  expgriences  sont  prCsentCs  dans  les  paragraphes  suivants. 

2.4.2.1 - L'isolement et l'identification des souches  de  champignons  filamenteux 

A partir d'un écosyst&me  naturel  mexicain,  d'hhantillons  de  terre,  de  feuilles  de cafCier 
et  de  branches  décomposCes,  de  cerises  de cd6 abîmées ou en voie  de  décomposition 
naturelle, colonides par un mycClium  de  moisissures, 350 souches  de  champignons 
filamenteux  ont CtC isolCes sur  des  milieux où la  cafCine  est  la  principale  source  d'azote 
(AQUIAHUATL  et  coll., 1988). Les genres  principalement  observCs  sont : Penicillium, 
Aspergillus mais  aussi Fusarium,  Geotrichum,  Mucor,  Rhizopus et Tricho&ma 

Penicillium est connu comme un genre  dont  certaines  esp6ces  peuvent  mdtaboliser 
la  caféine (KURTZMAN et S " M E R ,  1971 ; S " M E R  et  coll., 1971). Il en 
est  de  même  pour  les gems Trichoderma et Aspergillus. Quelques  informations  existent  sur 
l'enrichissement  progique  et  la  degradation  de  la  cafdine  de  la  pulpe  de  cafe  par Aspergillus 
en FMS (PERALOZA, 1981 ; GUZMAN, 1983 ; AGUILAR, 1983 ; PERALOZA et  coll., 
1985 ; DE LEON, 1988). Ces  genres  sont  particulihement  intkressants  pour  des  opCrations 
de  dCtoxication. 

2.4.2.2 - La dlection des  souches 

L'objectif  de  cette  sClection  Ctait  d'obtenir  les  meilleurs  microorganismes pour la 
dCtoxication  de  la  pulpe de cafC  en FMS. Un screening  a CtC r6alisC  en  milieu  liquide,  la 
cafCine Ctant  la  seule  source  d'azote,  le  sucrose  la  source  de  carbone  (AQUIAHUATL  et 
coll., 1988), en  considCrant  principalement  l'aptitude h dCgrader  la  cafdine  de  chaque  souche. 

A partir  de  la  collection  préCaente, huit  souches  de  champignons  filamenteux  ont CtC 
prdsClectionn&s  pour  leur  haute  capacitd h degrader  la  cafdine  (de 90 B 100  % en 
fermentation  liquide) ; il s'agit  de 2 Penicillium et  de 6 Aspergillus (AQUIAHUATL 
et  coll., 1988). Tous  ces  champignons  ont  et6  isol6s  initialement B 25 OC. Une  Ctude 
physiologique  a CtC rCalisCe  sur ces  huit  souches de champignons  (ROUSSOS  et coll., 1989) 
en  consid6rant  cinq  facteurs  importants  pour  leur  utilisation  en FMS (Tableau 2.13) : 

- le rendement  de  sporulation,  car il  est  important  de  produire  des  ferments  abondants ; 
- la  croissance  apicale ; plus  elle  sera  Clev&,  plus  l'envahissement  du  substrat  sera 

rapide ; 
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I SOUCHES 
Germination 

heures 
25°C 35°C 

11 : 36 12: 30 

11:w 9:60 
11:15 9:  
11:88 9 :  
16:30 8:  
l1:15 9:60 

pH inithl 

SLU le conditionnement de la pulpe. de cafe, 
par une wlution  ignons  filamenteux afin d'obtenir 

un milieu de culture. solide B une  humidi 
(R.AIMBAULT et ARD, 1980) ont  eté  utilisés et differents  facteurs de fermentation 
pouvant  influencer  la croissance ont Ctt5 optimisCs : la source d'azote,  la  temperature, 
l'humidité,  l'aeration, le pH et  la  taille de l'inoculum. 

Des Ctudes  antCrieures  utilisant spergillus niger pour l'enrichissement en protéines 
de la  pulpe de café où le substrat  Ctait  additionne  d'azote  minéral,  ont  donnC des rendements 
satisfaisant  en prothes mais sans obtenir  une  degradation  complbte de la cafkine 

, 1981 ; AGUILAR, 1983 ; GU , 1983 ; PER& A et coll., 1985 ; DE 
LEON, 1988). 
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L'effet  de  l'addition  d'azote  mintral  sur  la  croissance  de  Penicillium V33A25 et 
la  dégradation  de  la  caftine  de  la  pulpe  de caft est  prtsent6  dans  le  tableau 2.14. 
Apriss 48 heures  de  fermentation,  le  champignon  s'est  dtvelopp6  abondamment  surtout 
dans  les  milieux A, By C, et moins  bien  dans  les  milieux D et E. Dans le  milieu E, où aucune 
source  d'azote  mintrale  n'a tt.6 rajoutte, on  observe  une  degradation  totale (100 8) de  la 
caféine.  La pdsence d'azote minéral dans les  autres  milieux  de  culture  inhibe  la  dtgradation 
de  la  caftine  de  la  pulpe (ROUSSOS  et  coll., 1994a). 

COMPOSITION RESULTATS EN 
J?IN DE CROISSANCE 

Milieu Cafehe Humiditd PH (NH4)2S04 Urbe 
g.l-1 46 46 &I-1 

A 

O 75,6 8,2 O O E 
100 74.7 8.5 O 1,75 D 
100 16.6 5.3 3.75 O C 
100 78.0 8.1  3.75  1.75 B 
100 73.4 7.8  7.50 350 

I 

Des  cinétiques  de  degradation  de  la  cafbine,  de  l'tvolution  du  pH  et  de  l'humidité 
pendant  la  fermentation  solide dans des  rtacteurs  de  type  colonne  pour  la  souche  Penicillium 
V33A25 sur  pulpe  de caft ont 6tt rhlistes pendant 48 heures. 

Une  humidit6  minimale  initiale  de 70 % est  nCcessaire  pour  la  croissance  de 
Penicillium V33A25 sur  pulpe  de  cafe  alors  qu'Aspergillus  niger,  sur  des  substrats  amylacCs, 
ne nkessite que 50 8 d'humidité (RAIMBAULT, 1980). La pulpe  de cafe contient 6 B 8 % 
de  pectines ; il est  possible  que  ces  composts  soient  responsables  de  cette  difference 
(PERALOZA et  coll., 1985). Les spores  germent  aprks 11 heures  d'incubation B 25 OC. 
L'inoculation  homogkne  et  abondante (2. lo7 spores.g-'  PMS)  permet  d'obtenir  une  croissance 
rapide du  mycelium  et  une  colonisation  complkte  de la surface  du  substrat.  L'augmentation 
du pH apriss 35 heures  de  culture  est corrbl6e une  diminution  du taux de  caféine. 
Aprks 45 heures  de  fermentation  la  caftine  est  complktement  dégradte. 

2.4.2.4 - La dkcafkination  de la pulpe  de caM au niveau  pilote 

Les resultats  obtenus  en  laboratoire  ont  été confmts au  niveau  pilote  en  utilisant un 
fermenteur  vertical  statique  de  type  Zymotis  (PREBOIS  et  coll., 1985 ; ROUSSOS et coll., 
1993b) avec  une khelle d'extrapolation  de 1/1 OOO. Le travail  a et6 realis6 SUT des  lots  de 
20 kg PMS  de  pulpe  de  cafe  (ROUSSOS  et  coll., 1989). 
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- Les voies 

L'analyse des s ~ a g e ~ t s  par WLC 
premier et  principal m6 te produit pa% 5 par d6mt5ohylation en 
position 7 de la cdCine (Figure 2.14 ; page 43). Dans les cultures d 

5, la thhphylline a $galement 6x6 identi le principal  m6tabolite produit A 
partir de la cdbine, mais d'autres inteddiaires ont &dement Ct6 dCteet6s : la paraxanthine, 
la thbbromine et la S-m&hylxanthine (cette demiike C m t  probablement issue d'une 
d6mCthylation de la thhphylline en position 1). Ces travaux se poursuivent dans notre 
laboratoire afin de caracttsriser les diffdrents systhnes  enzymatiques  impliqutss dans la 
dbgradation  de la cd6ine. 
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2.5 - La conservation  par  ensilage 

L'ensilage  se  definit  comme  la  conservation  du  materiel  humide  (organique  alimentaire) 
par  une  acidification  anaerobie  dûe B l'action  de  microorganismes (McCULLOUGH, 1977). 
Le but  de  l'ensilage  est  de  minimiser  les  pertes  en  matikre  skche  et  en  valeur  nutritive, 
mais  aussi  d'eviter  le  ddveloppement dune population  microbienne  indisirable  productrice 
de compods dont  l'ingestion  par  l'animal  aurait  des  consequences  nefastes  sur  sa sane. 
On  attribue  aussi B cette  technique  d'autres  effets  positifs,  comme un meilleur  &pilibre des 
acides amines (SHAWE, 1981). 

L'ensilage  fait  partie  des FMS. Cependant, il  s'agit dune fermentation  anaerobie 
qui  se  r6alise B temperature  ambiante.  Elle  fait  intervenir  des  bacteries  lactiques,  et  plus 
particulihement Lactobacillus  plantarum, qui  se  developpent  en  produisant  de  l'acide 
lactique.  L'acidifcation  rapide du  milieu  stoppe  le  ddveloppement  des  microorganismes 
putrdfiants,  et  l'anaerobiose  interdit  la  croissance  des  champignons  aerobies (MOO-YOUNG 
et  coll.,  1983 ; "DONALD et  coll.,  1991). 

Les techniques  d'ensilage  sont  d6velopp6es  empiriquement  depuis  des sikles, pour  le 
stockage  et  la  Conservation,  dans un &at  voisin  du frais, des  produits  agricoles  d'origine 
animale ou vegetale.  Sur le terrain, il est  possible  de  reconnaître  les  bons  ensilages  des 
mauvais  grâce B leur  aspect. Un  bon  ensilage  doit  conserver  la  couleur  initiale  du  substrat 
avec  une  odeur h i t ee  et  aigrelette un peu  comparable B celle  de  la  choucroute (DUTHIL, 
1967).  Une  couleur  brune, accompagnk d'une  odeur  de  tabac ou de  caramel,  indique  une 
aeration  excessive ; il s'agit  souvent d'un ensilage  non nocif mais  ayant  chauffe  et perdu une 
partie  de  sa  valeur  alimentaire.  Certains  ensilages  insuffisamment tasses prennent  parfois  une 
odeur  prononcke de vinaigre : il s'agit  alors d'un excb de  fermentation  acdtique,  qui  peut 
parfois  rendre  le  produit  peu  appbtent  voire  toxique  s'il  est  consommk  en  grande  quantite?. 
Il convient  surtout  de  se  mefier  des  ensilages  de  couleur  vert  fonce  qui, au premier  contact, 
semblent  inodores : ce sont  g6nkralement  des  ensilages  riches  en  acide  butyrique. Il est rare de 
sentir  nettement  l'odeur  de  l'ammoniac,  qui  traduit  aussi  de  mauvais  ensilages. Sur  le plan 
chimique, un << bon ensilage n doit  donner  lieu B un bulletin  d'analyse  indiquant (DUTHIL, 
1967) : 

- une  teneur  en matike skhe superieure ou @ale B 30 % ; 
- une  teneur  en  acide  lactique  superieure B 3 % PMF ; 
- un pH inferieur B 4,5 ; 
- un rapport  azote  ammoniacal  sur  azote  total  inferieur B 10 % ; 
- une  teneur  en  acide  acetique  infdrieure B 0,5 % PMF ; 
- une  teneur  en  acide  butyrique  inftrieure B 0,3 % PMF. 
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Le pmessus d'ensilage  peut Ctre  assimil6 h UR systhme B mis composants : substrat 
vegetal - enzymes - bacteries,  dans  lequel  chaque ClCment joue un rôle spt5cifique et 
primordial  dans  la  reussite ou 1'Cchec  des  ensilages (BERTIN et MELLmGS, 1985). 

Le substrat vCg6ta.l contient  des sucres paribtaux  (cellulose, h6micellulose, pectine)  et 
des  sucres  de r6serve (amidon  et  fructosanes  principalement),  dont la presence  et  la  teneur 
dependent  de l'esp2ce v6gCtale et des  conditions  culturales  (Tableau 2.17). 
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Les enzymes dgktales, parfois  bactdriennes et souvent  fongiques,  constituent un 
arsenal  enzymatique  polysaccharolytique  pouvant  dépolym6riser  la  paroi  v6g6tale.  Elles 
lib8rent  ainsi  des  glucides  solubles  dans  la  masse B ensiler.  Ces  glucides,  de  degr6  de 
polym6risation  variable,  pourront  être dtabolisés par  les  bact6ries  lactiques. 

Les bact6ries,  qui se développent  dans  la  masse  du  produit B ensiler,  m6tabolisent  les 
glucides  solubles  et  produisent,  dans  le  cas  des  bactdries  lactiques,  principalement  de  l'acide 
lactique,  conservateur  naturel  de  l'ensilage m a i s  aussi  des  bact6riocines  telle  que  la  nisine 
(BELIARD  et  coll.,  1991). 

Glucides Pulpe de cafd ** Luzerne * Graminees * 
Glucose 

- o22a 1 1 2  % Amidon 
- - 0,l B 20,9 9b Fructmnes 

1,8 % 0,Ol B 6 9  % l h 1 2 2 %  Saccharose 
15,2 % 0,l h 3,6 % 0,l h 2,4 % Fructose 
7.6 % 0,l h 3,l % 0.1 h 4,6 % 

Au cours  de  ce  chapitre,  nous  presenterons  les  bactdries  lactiques  et  nous  ferons 
le  point  sur  la  microflore  g6nirale  des  ensilages. Nous nous  int6resseron.s  ensuite  aux 
principaux  facteurs  influençant  les  ensilages  et  plus  particulihcment  l'ana6robiose,  la 
teneur  en MS, la  teneur  en  sucres  fermentescibles,  le type de  fermentation et les  additifs 
chimiques ou biologiques.  Enfin, un dernier  paragraphe  sera  consacre il l'etat  des 
connaissances  actuelles  sur  les  ensilages  de  pulpe  de  caf6. 

25.1 - Les bactdries  lactiques 

On  consid&  g6n6ralement  comme  bacteries  lactiques  toute  bacterie  Gram-positif, 
ana6robie  facultative,  capable  de  produire  de  l'acide  lactique  D(-), L(+) ou DL, et intervenant 
dans  une ou plusieurs  applications  technologiques dans les  Industries  Agro-Alimentaires. 
Cette  demii?re pdcision  conduit B exclure  de  ce  groupe  des  espi?ces  bactbriennes  productrices 
d'acide  lactique  ayant  des  cons6quences  n6fastes  sur  la  qualit6  du  produit  tels  que  les 
Streptocoques  f6caux ou les  Staphylocoques  (LEVEAU  et  BOUIX,  1980). 

Les bacteries  lactiques  sont  des  microorganismes  procaryotes,  hCt6rotrophes  et  chimio- 
organotrophes  (DE ROISSART, 1986). A quelques  exceptions  Pr&,  leurs  principales 
caract6ristiques  sont : Gram-positif,  gkneralement  immobiles, asporulks, ana6robies  mais 
a6rotolQantes, ne  posst?dant ni catalase  (certaines  souches  possMent  une  pseudo-catalase), 
ni nitrate-rdductase, ni cytochrome  oxydase.  En outre, elles  ne  liqu6fient  pas  la  g6latine, 
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eaucoup de ce 
lactique que les recherches hylogeniques  sont  en  train de m d f i  
significative,  soit au niveau des genres es, soit au niveau de la ligne de 
d6mmcation avec d'autres 
nkmmohs dlflmer que 

b ~ c ~ e r ~ ~ ,  et de bact 
ococeus, Enterococcus, Bedàococcus, 

s bacties lactiques  constituent un de micrmrganismes partieulibernent 
exigeants.  En  effet, outre la pr6sence d'un sucre  fermentescible, elles ont Cgdement besoin 
pour se d6velopper de plusiem acides nes, propres 2 chaque esp2ce. 
Ea pr6senee d'olig et  d'activer la multiplication  cellulaire  des  bac 
lactiques. Pou la  croissance des lactobacilles, la leucine,  la  valine,  l'acide 
%'arginine, la tyrosine et cit& c o m e  Cmt i n ~ ~ ~ e n ~ a b l e ~  ; le 
pmtothCnate et %a niacine sakes ahsi des qumtit6s non negligeables 

2.5.2 - La microflore des ensilages 

La rkussite d'un ensilage  depend  de  la  pr6sence d'une microflore adequate,  dtune 
diminution  rapide du pH et d'une production 6levk en  acide  lactique pour conserver  le 
mat6riel  en  bloquant l'activitt? des  enzymes  intracellulaires et en inhibant  le  developpement 
de microorganismes  endogbnes i sirables &ESINS et SC , 1968 ; "DONALD et 
coll., 1991). 
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Les microorganismes  qui  jouent un rôle  important dans la  réussite d'un ensilage  sont 
les  bactéries  lactiques. La caracterisation et l'isolement  des  bactéries  dominantes  au  cours  de 
la  fermentation  ont  dt6 CtudiCs  par  plusieurs  auteurs  (STIRLING et  WHITTENBURY,  1963 ; 
WHITTENBURY, 1968 ; GOUET,  1979). 

W O N  (1956)  a dkouvert que les bactdries  lactiques  les  plus  importantes  sont les 
streptocoques  et les lactobacilles. Lactobacillus  plantarum et Lactobacillus  acidophilus sont 
les bactdries  dominantes  de  la  microflore  homofermentaire  (GIBSON  et  coll.,  1958 ; 

GRAZIA  et  SUZZI,  1984). Lactobacillus  brevis est la souche  dominante  de  la  fermentation 
hetérofermentative  (BECK,  1972 ; SZIGETI, 1979). 

Les enterobacteries,  les  levures  et  les  champignons  representent  en  gCn6ral  une  part 
importante  de la microflore  initiale  du  materiel & ensiler (LINDGREiN et coll.,  1985 ; 

PAHLOW, 1991). Leur activite,  si  elle  s'exprime  au  cours  du  processus  d'ensilage,  est 
néfaste.  En  se  developpant,  ces  microorganismes  entrent  en  comp6tition  avec  les  bacteries 
lactiques  pour  l'utilisation  des  sucres  fermentescibles.  D'autre  part,  les Clostridium, qui  sont 
des  bacteries  anaerobies  strictes,  peuvent se multiplier  rapidement  dks  que  l'oxygkne 
disparait,  provoquer la degradation  du  materiel  et  produire  des  toxines  (WOOLFORD,  1984). 
L'addition d'un ferment  compos6  de  bacteries  lactiques  homofermentaires  au  debut de 
l'ensilage  est  une des  solutions  pour  rendre  ce groupe largement  dominant, et inhiber  l'action 
des  autres  microorganismes  naturellement  presents. 

2.5.3 - Les facteurs intervenant  dans le processus  d'ensilage 

Pour  qu'un  ensilage  soit  de  bonne  qualit6, il faut  que le vdgktal  contienne  assez  de 
glucides  fermentescibles,  c'est-&-dire  plus  de  12 13 % de matikre  skche  et  assez  de  bacteries 
lactiques  pour  fermenter  les  glucides  c'est-&-dire 105 cellules  par  gramme  de  vegetal frais 
(BERTIN et HELLINGS,  1985).  Selon  BERTIN  (1986),  la  quantite de  sucres  exigee pour la 
reussite  de  l'ensilage  depend  non  seulement  de la teneur  du v6getal en  matikre skhe et  de  son 
pouvoir  tampon  (teneur  en  prot6ines,  en  acide  organiques et en  cations), mais aussi  des 
facteurs  favorisant la liMration  rapide  des  sucs  cellulaires  (tendretklsouplesse  du vCg6tal, 
finesse  du  hachage,  pression,  temperature). 

Un  processus  de  fermentation  r6ussi  dans un silo d'ensilage  se  concretise  par  une 
chute  rapide  du  pH  aux  environs  de  4.0,  et  une  concentration  6levCe  en  acide  lactique  qui 
preserve  l'aliment  des  fermentations  butyriques  putr6fiantes  ("DONALD et coll.,  1991). 
Des  ensilages  ayant une faible  teneur  en MS ou  en  hydrates de  carbones  solubles  dans  l'eau, 
ou caract6rises  par  une  population  peu  dense  en  bacteries  lactiques,  peuvent être  le sikge de 
fermentations  non  lactiques  conduisant & des  pertes  de MS dues & la production  de  CO2 et 
d'acides  volatils. La perte  de  nutriments  implique  une  diminution  du  materiel  fermente 
pouvant  atteindre 50 % et des  pertes  d'dnergie  aux  environs  de 18 % @icCULLOUGH, 
1977). 
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cinq factems sont essentiels B la ation d'un ensilage 

L'ana6robiose  est un facteur primordial pur %a r6alisation et la reussite d'un  ensilage. 
Si cette  condition  n'est pas rapidement  impssCe,  on  observe  une  oxydation  des  glucides  qui 
ne  seront  plus  disponibles pou les ferments  lactiques, ainsi qu'une  6volution  de la  oflo lore 

ON et "DO , 1974). L','ClCvation de  temperature  qui  en  r6sulte  diminue  la 
digestibilit6  des  ensilages. 11 faut noter que c'est B te moyenne (35 B 
survient le plus  facilement la fermentation  butyrique.  E'id6al  est  donc de se maintenir B des 
temp6rature.s inf6rieures. 

D'autre part, lorsque I'anaCrobiose est imp  te,  on  observe le d6veloppement de 
ignsns  filamenteux et plus papticuli%rement de Penicilli 

1971 ; NOUT et coll., 1993 ON et GIBSON, 1993), mais  aussi  de  mkrmrganisrnes 
pathoghes comme Lisiperia LEY, 1990 ; mmON et 
coll., 1989). 

teneur en mati2re shhe est aussi un des Cl6ments ddterminants des ensilages 
et cou., 199%). s fomges riches en stimulent les fements lactiques, 

diminuent l'aciitd vs%atile et %es pertes  de mati&re. Ea teneur optim 
ensiler se situe entre 36 et 48 9%. De  plus, %es ensilages riches en semblent Ctre plus 
int6ressmts slpp un plan nutritionnel OUON et coll.,  19 a et 1992).  Cependant, si la 
teneur en MS est trop impostante  (sup6rieure B ), la quantite  d'acides  volatils  devient 
trop forte et la qualit6  de  l'ensilage peu interessante (ROUSSOS et eoll.,  1992). D'apds BZTST 
et coll. (1985), plus  la  teneur  en S d'un ensilage  est , plus  lentes  seront  la  chute  de 
pH, l'apparition  d'acides  lactique et butyrique  et la disparition des suches solubles. 

2.5.33 - La teneur  en sucres fermentescibles 

La richesse  en sucres fermentescibles  influe  directement  sur  1'Cvolution  des 
ferments  lactiques (PETIERSSON et LINDGREN, 1990).  Une  concentration  de 12 % MS 
environ de glucides  est nCcessaire gour stabiliser un ensilage. C'est pourquoi les fourrages 
jeunes et trop pauvres en  glucides se conservent mal IGM, 1990).  Lorsque  le taux 
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d'hydrates  de  carbone  solubles  est  trop  faible,  l'apport  de  sucres ou de mélasse  favorise le 
procédé  de  fermentation (CHAMBERLAIN, 1988 ; OKIELY, 1992).  Cependant, si la 
quantité  de  sucres  est  trop Clevée  comme  dans le  cas  de  la  canne B sucre, la fermentation  peut 
alors  être dominCe  par les  levures (OJWAMA et HARA, 1975)  et  aboutir 3 la  production 
d'éthanol. La  nature  des  glucides  a  aussi  son  importance : glucose,  fructose,  saccharose, 
maltose  se  décomposent  plus  facilement  en  acide  lactique  que  l'amidon.  De  part  leur 
composition  et  leur quantid en  sucres, le ray-grass  et le maïs  réussissent  infiniment  mieux  en 
ensilage  que  la  luzerne ou le trhfle. 

25.3.4 - La nature  de  la  fermentation  lactique 

Plusieurs  types de fermentations  peuvent  mener B un  ensilage : lactique,  acétique, 
propionique,  butyrique  (DOELLE,  1975 ; McCULLOUGH,  1977). La  fermentation  lactique 
est  de  loin  la  plus  appdci6e, B cause  des  qualit6s  organoleptiques  qu'elle confire aux 
produits.  Elle  est trhs largement  utilis6e dans les  pays  d'Orient  et dans les  pays  en  voie  de 
développement  car  elle  peut  être  réalisCe  avec  des  moyens  rudimentaires. 

Pour  obtenir  une  chute  rapide  du  pH  et  une  production  majoritaire  d'acide  lactique, 
il est  souhaitable  de  suivre  une  fermentation  de type homofermentaire, la fermentation 
homolactique  par  la  voie dEmbden-Meyerhoff-Parnas (Em) produisant  1,8  mole  d'acide 
lactique  par  mole  de  glucose  consomm6. 

Il existe  une  autre  voie  fermentaire,  la  fermentation  hCt6rolactique  par  la  voie  des 
hexoses  monophosphate (HMP), qui  produit  une  quantite  inf6rieure  d'acide  lactique, de - 
l'acide  acdtique, de l'6thanol  et  du Cm, avec  comme condquence une  perte  de  nutriments et 
d'Cnergie (DOELLE, 1975),  ainsi  qu'une  1iMration de  chaleur dans le milieu. 

D'autres  sch6mas  metaboliques  peuvent se presenter,  en  relation  avec  lad6gradation 
des  proteines ainsi que  des  reactions  couplees  d'oxydo-r&luction  li6es ii la desamination  des 
acides  amines  donnant  lieu ii la  1iMration  de Cm et de NH3. La  degradation  des prodines 
provoque  l'augmentation  du  pouvoir  tampon du milieu  et  implique  une  concentration  en 
hydrates  de  carbone  plus  Clev6e pour amener le pH ii 4.0. 

Si le pH  est  infCrieur B 4.0, il a 6t6  d6montre  que  les  microorganismes ne desaminent 
pas  les  acides aminCs, et de  plus,  l'action  des Clostridium est  inhiMe  (""LLOUGH, 
1977). 

Toutes  ces  consid6rations  permettent  de  comprendre  qu'il  est  prCfCrable  d'orienter le 
prOetW  d'ensilage  vers  la  voie  homofermentaire. 
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Lorsque  les  ensilages  sont  r6alis6s  sans  utilisation  d'additifs  biologiques ou chimiques, 
uvent domin6e par les bacties lactiques h&krofernen&es 

1962). Pow orienter l'ensilage  vers  la voie Romofemen~e et asswer 
sa stabilite, plusieurs  techniques  sont  donc utilis6es. Parmi elles,  l'apport  d'additifs B base 
d'acides tels que  l'acide fohque (org:anique) ou hcide sulfurique (inorganique) ; ou: 

S. Une bibliographie importante existe  sur 

991 ; E% et coll., 199 

Divers a c s B contenant  des enzymes t eks  que  cellulases,  hernieellulases, 
amylases,  pectinases et/su glucose  oxidases so 

celui-ci est insuffisant 

L'action Mnkfique des en grsaceharolytiques a 6t6 d6montr6 par les  bons 
resultats  de  conservation  de VC pauvres  en  sueres  assimilables : augmentation  de la 

t diminution  du iaque et de %'acide  butyrique 
et coll., 1981 ; v 

Les pr6parations  enzymatiques  sont  des extraits multienzymatiques  bruts  de  cultures 
bactkriennes ou fongiques (VANBELLE et  coll., 1994). Leur  principe  d'action est de 
dkgrader  les  constituants  de  la paroi cellulaire  du v6gCtal par de  multiples  attaques des 
polysaccharides par plusieurs  enzymes  agissant  en  synergie. La degradation des constituants 
psvi6taux des cellules  vkg6tales p u t  avoir deux  effets  successifs : l'un conservateur,  qui  se 
traduit par une amklioration de la  fermentation  du  fourrage par les bact6ries lactiques,  l'autre 
valorisateur  qui se traduit par une meilleure  digestion  du fourrage gar les  animaux. 
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25.4.2 - Les ferments lactiques 

L'utilisation de ferments  lactiques  Ctait peu reconnue  avant  les  annkes 70 (SHARPE, 
1981). Il semble que les  additifs  biologiques  utilisant  des  cultures  de Lactobacillus et 
plus  particuli&rement  de Lactobacillus  plantarum kviteraient  les  inconvenients  associes B 
l'utilisation  des  additifs  chimiques  (corrosion  des  silos  en  particulier)  et  permettraient  une 
diminution  rapide  du  pH et une  orientation  plus  favorable  de  la  fermentation  (LINDGREN et 
COU., 1983 ; SEALE, 1986).  Plusieurs  etudes consamth B ce probl&me  (OHYAMA  et  coll., 
1975b ; MOON, 1981 ; ELY  et COU., 1982 ; WOOLFORD et SAWCZYC,  1984 ; 
WEINBERG et coll.,  1987)  n'ont  pas m i s  en  evidence  d'effet dellement positif  sur la 
fermentation  d'une  inoculation  par  des Lactobacillus. Par  contre,  d'autres  auteurs  ont 
demontrd  que  l'addition  de Lactobacillus provoque  une  diminution  plus  importante  du  pH, 
une  augmentation de la production  d'acide  lactique et une  diminution des  acides gras volatils, 
donnant  ainsi  des  produits  finaux  presentant  une  meilleure  appktence  pour  les  animaux 
(CARPINTERO et coll.,  1979 ; FLORES et  coll.,  1985 ; ROOKE et COL,  1985 ; 
LINDGREN  et COU., 1988 ; WEINBERG  et COU., 1988 ; SAUCEDO-CASTmA et COU., 
1990a ; MEESKE et COU., 1993 ; SELMER-OUEN,  1993). 

Aujourd'hui, il semble  qu'il  ne fait  plus de doute  que  les  conservateurs  biologiques 
peuvent  ameliorer la qualit6  des  fourrages  ensiles,  mais  leur  efficacitk  dkpend  du  choix  des 
souches  et  de  leur taux d'inoculation ainsi que de la  nature  du  substrat  ensile  (composition 
chimique,  teneur  en MS) (GOUET,  1994). 

2.5.43 - Les additifs enzymes - bactCries lactiques 

L'ajout  d'une  solution  d'enzymes  au  ferment  donne  des dsultats diffkrents  suivant  la 
nature  des  substrats et les  conditions  environnementales (PAHLOW, 1991).  Aucune 
influence  de ce type  d'additif  sur  la  composition d'un ensilage  d'herbes  n'a  et6  observe  par 
ROOKE et COU. (1985). S E T k A  (1989)  dkmontre  qu'il  existe  une  meilleure  utilisation  des 
sucres produits  par  les  enzymes  lorsque la solution  d'enzymes  est  associee un inoculum  de 
bacteries  lactiques.  Certains  auteurs  notent  une  instabilite  au  desilage  lorsque  l'on  utilise  des 
additifs  biologiques  (bacteries  plus  enzymes)  (KUNG  et  coll.,  1987 ; RUST et coll.,  1989 ; 
KENNEDY,  1990 ; WEINBERG et  coll.,  1993). C e s  dsultats sont  en  opposition  avec 
ceux  d'OHYAMA et coll.  (1975b) et de  PAHLOW  (1982)  qui  demontrent un effet  favorable 
de l'inoculation  sur le desilage.  De  nombreuses  etudes  existent,  montrant  que  l'association 
bacteries  lactique-enzyme  permet  d'obtenir  des  ensilages  plus  stables  au  moment  du  ddsilage 
(HRISTOV, 1993 ; SELMER-OLSEN  et  coll.,  1993 ; SMITH et coll.,  1993). 

L'ensemble de la litterature  sur  les  effets  des  additifs  peut  sembler tr&s contradictoire, 
mais il faut  rappeler  que  les  resultats  observes  dependent  de  la  nature du  substrat trait&, de sa 
composition  chimique  et de  sa  teneur  en MS ainsi  que  du  type  d'additif  employe, de sa 
concentration et de sa  composition. 
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Plusieurs  auteurs ont d6montr6 la possibilit6  d'utiliser  les c 
er la digestibiIit6 de la 

dw6e de vie de 
et coll., 1994 ont dkmonu 

organique du ray-grass et de la luzerne peut C 

interaction  possible e 
enzymes qui  sont impomtes. 

des bact6ies lactiques, 
sur  les performances animales, sont variables  et  peu de donnkes  sont  disponibles 

ELLE et coll., 1994). 

conservation de la pulpe de af& par ensila 

La lLitt6mme est tri% abondante sur les ensilages  ricallis s en  milieux temp 
cuIi8rement sur %es fourrages. 

subsmts, c o m e  les 

de Il'emsilage. 

La production saissnni&re,  la  composition chimique et %'humidit6 6 
c pmbl$mes de disponibilit6  et de consewation de 
conservation de la  pulpe  de cd6 par ensilage 

%'effet  de diffkrents additifs s 

pour les mminants des produits obtenus. 

L'ensilage  de la pulpe  de cd6 a 6 p u  ktudiic du point de  vue  microbiologique et 
biochimique. On rencontre  cependant  quelques travaux qui  s'inttfhessent,  soit B la technique 
de  mise en euwe des silos, soit B l'evolution  chimique et aux effets nutritionnels : 
BOHKENFOR et FONSECA, 1974 ; BRAKAM et coll., 1973 ; MURILLO et eoll., 1976 ; 
C U E ,  1977 ; CARR A L E S  et FERRER, 1984 ; BUITRAGO, 1987 ; G 

et coll., 1993 ; BBRRES et eon., 1993. 
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De l'ensemble  de  ces  travaux dkoulent les  trois points suivants : 

- la nkessit6 d'imposer  une anahbiose stricte  dans  la  masse  du  silo ; 
- le taux  d'hydrates  de  carbone  solubles  initial  doit être compris  entre 13 et 16 % PMS ; 
- la  teneur  en M S  du  materiel 2 ensiler  doit  être  comprise  entre 30 et 40 %. 

Pour  obtenir  ces  conditions  d'ensilage,  differentes  techniques  peuvent  être utilides, 
comme le pressage,  le  sCchage ou l'utilisation d'additifs (fourrages,  melasses,  conservateurs). 

25.6.1 - Les silos et la nature du  substrat 

Les ensilages  de  pulpe  de  cafe  ont  et6  gCn6ralement r M d s  sur de grandes  quantites 
(plusieurs  tonnes  de  matbriel). La pulpe  est ensil& dans  des  silos  souterrains,  en  tranchee 
ou en  fosse. Dans les  deux  cas,  on  procMe  de  la  même  mani&re  c'est-B-dire  que  l'on 
remplit  graduellement  le  silo  par  couches  en  tassant  la  pulpe afin d'assurer  une  compactation 
optimale  et  d'eliminer  au  maximum  la  quantite d'air (GONZALEZ, 1973). 

BOHKENFOR et  FONSECA (1974) ont  compar6  trois types de  substrats  pour 
l'ensilage  de  pulpe  de cafe : pulpe  fiaîche,  pulpe  press&,  pulpe  d6shydrat6.e. Ils sont  arrives B 
la  conclusion  que  le  meilleur  ensilage  etait  celui dalis6 sur  de  la  pulpe  fiaîche,  car  c'est  le 
substrat  qui  contient  le  plus  fort  taux  de sucres fermentescibles.  La  pulpe  deshydrage  est  la 
moins  int6ressante.  Ces  r6sultats  ont et6 confïrm6s  par  RODRIGUEZ et coll. (1974). 

25.6.2 - L'kvolution  chimique  de la pulpe  de aft5 au cours de l'ensilage 

L'effet  de  l'ensilage  sur  la  composition  chimique  de  la  pulpe  de cafe a et6 CtudiC par 
plusieurs  auteurs  (MURILLO, 1978 ; CARRIZALES  et  GONZALEZ, 1984). Le tableau 2.19 
donne  les dsultats de  l'evolution dun ensilage  de 5 kg de  pulpe  de cafe rMis6 dans  des  sacs 
en  plastique  pendant 99 jours. 

Pulpe fraîche Pulpe ensige 
PH 3960 430 
Proteines (N x 6,225) % PMS 
Fibres % PMS 

13.55 11.57 

0.83 0.95 Cafeine % PMS 
58.50 61.21 Hydrates de carbone % PMS 
8 .OS 6.67 Cendres % PMS 
2.17 5.00 Lipides % PMS 
17.16 15.24 

Les proteines,  les  fibres  et  les  cendres  augmentent  au cours de  l'ensilage. 
L'augmentation  du  taux  de  proteine  est  certainement  due B la  croissance  microbienne B partir 
des  sucres et de  l'azote  mineral  contenu  dans  la  pulpe.  MURILLO (1978) avait  deja observe 
cette  augmentation  du  taux  en  proteines. 
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132 

e et en liquide de drainage sont peu importantes  lorsque  la 
tion de fourrage. Le pH,  l'apparence et la  couleur  des trois 

ntations makaobies 66 s tenem en cd6ine peu 
tionn6s de fowages son ement dues h l'action 

diluante des fourrages sur la pulpe de cafe. La cd6ine soluble dans l'eau est ceminement 
partiellement 6vaeuk par Pes liqu nages ; de meme pur les tanins solubles.  Ceci a 

Ct6 confit5 par %es ktudes de CA &ES et E R R E R  (1984). 

Ces r6sultats sont similaires B ceux  obtenus  par DAQUI (1975) sur des ensilages 
re?alise?s  avec de la  pulpe de caf6 et  des fourrages de maïs dans des proportions 60:40 dans  des 
silos en  mnchCes, 

Le metabisulfite de sodium  a C d  employ6  $galement  comme additif B l'ensilage de la 
pulpe  de cafe?. En produisant  de  l'anhydride sulfurique, il empêche  le  dkveloppement  de 
microorganismes  indbsirables. Cet additif  a Ct6 employ6 B concurrence  de 0,3 %. Les etudes 
de J IN et BRESSANI (1977) ont montrd  qu'un  ensilage de  pulpe de cafe rkalise? avec 
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du  métabisulfite  de sodium voit  son taux de tanins  libres  augmenter de 2 It 3,l % PMS en 
rompant le complexe tanins-prothe (MURILLO et coll., 1977). 

Enfin, BOHKENFOR et FONSECA (1974) ont  montre  que  l'addition  simultan6e de 
2 % de C a c a  et de 1 % de CaHPO4 It la pulpe  de  cafe,  n'ameliorait  pas  la  qualit6 de 
l'ensilage. 

Pour  stimuler  la  fermentation,  divers  auteurs  ont pdconid l'adjonction  de  mélasse 
de  canne It sucre It la  pulpe  de  cafe. Le taux  6levC de  sucres  solubles  a  permis  un 
dkveloppement  rapide  des  bacteries,  ainsi  qu'une  augmentation  de  la  valeur  nutritive  de 
l'ensilage  (digestibilite  et  acceptabilitb). Les quantites  de  melasse  qui  ont Ct6 employees 
varient  entre 3 et 5 % du  poids frais de  mat6riel  ensile  (GONZALEZ, 1973). Le tableau 2.21 
presente  la  composition  chimique  d'ensilages  de  pulpe  de cafe r6alists  dans  des  silos de 
laboratoire sans additif  (a),  avec 10 % de  &lasse  (b),  une  solution It 10 % d'acides 
chlorydrique et sulfurique (c) et enfin  un  melange  d'acide et de melasse  (d) (MOLINA et 
coll., 1974b ; MURILLO, 1974). 
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des ensilages pulpe de cd6 additionn6s de 3 96 de 
silages  ont 6% conduits  pendant 4 mois  dans des fernentern 

teur a suivi  l'6volution des acides organiques. Le tableau 2.2% montre  une 

ensil6e  sans additif pendant deux 
l'acide vd6rique. hnque  l'ensila se9 om remuve ces m&ms acides 
en  concentration  plus impomtes 
do&mce de bact6ries h6tCro ses permet  une  diminution 
plus rapide  du pH mais n'empCche pas le d6velop~emen~ de microorganismes  indesirables 
producteurs d'acide butyrique. L'auteur conc%ut en indiquant  que l' don de melasse n'est 
pas un facteur indispensable B 1 r6ussite d'un ensilage de pulpe de mais que le principal 
problhne  reside  dans 1' tablissement de delles conditions  d'anaerobiose. 

Les travaux  plus rhents de PORltPES et coll. (1993)  ont 6t6 r6alisCs 31 partir de pulpe de 
cafk fraîche ou pressbe,  additionnees ou non de mClasse de  canne ?I sum et ensilks dans  des 
silos en  tranchkes. Les auteurs  observent  une  diminution  du  taux  de  caf6ine  au cours des 
ensilages de pulpes  non  pressees.  Cette  diminution  est lit% h une perte de  matihe &he 
importante.  Ces  rbsultats confient que  la diminution du taux de  cafbine au cours  des 
ensilages  est  certainement  due 3I l'kvacuation de  ce compos6 soluble  dans  les  liquides  de 
drainage.  L'importance  quantitative  de ces liquides  semble par ailleurs corrkl6e 3I la mauvaise 
stabilisation  des  ensilages. 

I 



25.6.3 - La valeur  nutritive  des  ensilages  de  pulpe  de café 

La pulpe  de  café  a  une  valeur  nutritive  potentielle similaire B celle  d'un  fourrage 
tropical de bonne  qualité.  En ce  qui  concerne  sa  valeur  nutritionnelle,  la  pulpe  de  café  ensilée 
est  supérieure B la  pulpe skhe mais  elle  est  inférieure  pour  la  digestibilité in vitro. Certains 
auteurs  affirment  que  l'amélioration  de  l'acceptabilité  de  la  pulpe  aprks  ensilage  est  due B la 
diminution  de  la  caféine  et  des  tanins,  entrainés  par les eaux  de  drainage (ADAMS et 
DOUGAN, 1981). DE MENEZES et  coll. (1993) démontrent  qu'en milieu liquide  les 
bactéries  lactiques  sont  capables  de  dégrader  les tanins. Cependant, la  disponibilité  des 
protéines reste affectée  par  la  présence  d'un  fort  taux  d'azote  lignifib.  L'utilisation de la  pulpe 
de caf6  dans  les  rations  alimentaires  des  ruminants et des porcs est  acceptable dans une 
proportion  de 20 % de  la  ration  alimentaire  (BRESSANI et coll., 1974 ; CABEZAS  et  coll., 
1978 ; JARQUIN, 1978). 

Les essais  nutritionnels  réalisés  avec  de  la  pulpe  ensilée  par  CALLE en 1977 sur  des 
poulets  montrent une diminution  du  poids  du  au  changement  d'alimentation  pendant  la 
premikre  semaine.  La  prise de poids  a  été  de 13 g pour le groupe témoin, 16 g  pour  le  groupe 
nourri  avec de  la pulpe ensilk et 17 g pour  le  groupe  alimenté  avec  de la pulpe  ensilée en 
fosses,  laquelle  était ensemenck par  des  vers  de  terre,  source  de  prot6ines  animales.  Aucune 
mortalité  n'a  ét6  enregistrée.  Avec  de  la  pulpe  ensilbe en fosse, il est  possible  de  remplacer 
jusqu'h 20 % du  maïs  de la  ration.  L'auteur  conclut  que  les  taux  de  croissances  sur  pulpe  de 
café  sont  comparables B ceux  enregistrés  sur m a ï s  seulement si  la  pulpe  est  administr6e sur 
des  poulets  de  plus  de 400 g ; il est  donc  recommandé  d'utiliser la  pulpe  de  café  uniquement 
dans  les  rations  de  grossissement. 

CABEZAS et coll. (1976) et BENDARA (1977) montrent  que  la  pulpe ensilk pdsente 
une valeur  nutritive  supbrieure B la  pulpe  fraîche,  laquelle  a un effet  sur  la  mortalit6,  la  perte 
de  poids et l'efficacité  alimentaire  chez  les  moutons  et  les  rats  (Tableau 2.23) 

Niveau de proteine 
P.E.  P.F.  P.E. P.F. de cafe (en  diete) 

Prise de poids Mortalitd Niveau de pulpe 

10 % 

126 72 12,5 373 30 % 2 5 %  
113 66 O 25 30 % 2 0 %  
74 34 O 123 30 % 15 % 
18 -12 125 625 30 5% 
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toxifier et con ce substrat, & € € ~ I z A ~ ~ s  alternatives sont envisageables. 
EA ce qui concerne  la $cafeination de la pulpe de eaf6 en milieu  solide, des travaux 

sur la s$lation de souches de champi nons filmenteu 
(RQUSSOS et COIL, 1994% 1 

La principale technique de conservation  de  produits agicoles humide est l'ensilage. 
De nombrew travaux existent sur l'ensilage en Z O A ~ S  temp s, mais trks peu de 
publications s'iat6resxnt aux sous-produits des r6gions intertropicales. En ce qui concerne 
la pulpe de cafe, il n'existe cune infomation sur le suivi microbiologique des ensilages. 
Par contre, quelques ~ O A A $ ~ S  xistent SUI leur slution chimique et leur  valeur 
nUtl-itioIlndle. 
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3 - MATERIEL ET METHODES 

3.1 - Nature  et  origine  des  substrats 

Les lots de  pulpe  sont  des  sous-produits  solides  obtenus  lors  du  traitement  des  cerises 
de  caf6  arabica  par le proc6d6 de  la a voie  humide >>. 
- La  pulpe A est le residu  d'un  proc6d6  humide  classique  utilis6  dans  une  usine  mexicaine. Elle 

a  été sech&  durant 10 jours au  soleil  pour  atteindre  un  taux dhumidit6 de 10 % environ. 

- Les pulpes B et C  ont  et6  fournies  par  le Dr. Zuluaga  du  centre  de  recherches  CENICAFE  en 
Colombie.  Elles  ont  et6 rkup6des B la  sortie  d'un  depulpeUr  expérimental  sans  eau,  puis  soit 
séchde  au  soleil  pendant 2 jours pour  atteindre un  taux  d'humidit6  voisin  de 10 % (Pulpe B) ; 
soit lyophilide ( Pulpe C). 

Les coques  sont le r6sidu  solide  du  traitement  par la  voie skhe des  cerises  de  cafe 
robusta. Le lot de coques D est  originaire  d'Inde. I1 a 6t6 obtenu  aprhs  séchage  au  soleil des 
cerises de café  puis dkorticage. Les coques  ont  6t6  stockées sous abri. Ce  lot  de  coques 
(humidit6 14 %) a kt6  fourni  par le Dr. RamaEcrishna  du "RI, Mysore,  Inde. 

Les lots  de  pulpe  ont Ctk stock&  au  laboratoire dans des  sacs en plastique B température 
ambiante.  Leur  taux  d'humidit6  a Ct6 rkgulihrement  contrôl6 et n'a  présent6  aucune  variation 
significative  durant  toutes  la  p6riode  de nos travaux. 

L'Ctude  sur la  microflore endoghe de  la  pulpe  de  caf6  a  6t6 dalisée sur  les  trois  lots  de 
pulpe de caf6  (A, B, C) et sur  le  lot  de  coques @). 

L'ensemble  des  experiences  de  dkaf6ination et d'ensilage  ont  et6  réalistes B partir  du  lot 
de  pulpe A de  cafe  arabica  obtenu au  Mexique B Xalapa  selon un proc6d6  humide  dans une 
structure  industrielle  de I'IMNECAFE. Ce  substrat, shhC au  soleil,  a  6t6  broy6  puis tamid. 
Nous avons  utilis6  la  fraction de broyat de granulom6trie  comprise  entre 0,8 et 2 mm. 

3.2 - DCtermination de la  microflore endoghe de la pulpe  de caM 

3.2.1 - Milieux  de  culture 

L'estimation des  bacteries  totales  est rt?alisCe  sur  diff6rents  milieux de  culture  dont 
le pH est ajust6 B 6,8. Pour le comptage  des  champignons et des  levures, un antibiotique 
(chloramphhicol B 0,25 g.1-l) est  additionne  aux  diff6rents  milieux  de  culture. Le pH est 
ajust6 B 5,6. On a  utilis6 les milieux  suivant a f n  de  determiner : 

La microflore  totale : Bacteries : Milieu  Plate  Count Agar 
Champignons : Milieu  Potatoes  Dextrose Agar + Antibiotique 
Levures : Milieu  Sabouraud + Antibiotique 

Matériel et Méthodes 
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Les  groupes  nutritionnels : Milieu  Cellulose  (Mandels  et  Weber) f Antibiotique 
Milieu  Amidon f Antibiotique 
Milieu  Pectine f Antibiotique 
Milieu B base  de  Pulpe  de Cafe f Antibiotique 

La microflore  lactique : Lactobacilli M R S  Agar 

Les milieux  Plate  Count  Agar,  Potatoes  Dextrose  Agar,  Sabouraud  Dextrose  Agar  et 
MRS agar  sont  des  produits  Difco  prêts 21 l'emploi  (References  en  Annexe 1). La composition 
des  autres  milieux  est  donnee  en  Annexe 1. Tous ces  milieux  ont et6 stdrilis6s B 121 "C 
pendant 15 minutes  et  repartis  en  boîtes  de Petri de 90 mm de  diambtre B raison  de 20 ml 

par  boîte. 

3.2.2 - Ensemencement  et  comptage 

Les dilutions dkimales sont r6alides B partir  d'une  suspension  mbre  composde  de 
10 grammes  de  pulpe  &he  broyee  non tamide (10 ou 5 % d'humidite)  et  de 90 ml d'eau 
distillee  sterile  additionnee d'un tensioactif  (Tween 80 B 1g.l-*). L'ensemble  est  homogCn6isC B 
l'UltraTurrax 21 8 O00 tours.min-l pendant 4 minutes. 

Afin  de  limiter  le  nombre  d'ensemencement,  nous  avons  mis  au  point  une  technique 
d'dvaluation  des  dilutions  optimales h ensemencer,  en  vue  du  comptage  effectif  des  differents 
micrmrganismes.  Cette  technique  consiste B deposer,  sur  deux boîtes de Pktri de  chaque 
milieu, 20 pl  de  chaque  dilution  comme  indique  sur  la  figure 3.1. 

10-7 

10-1 

10-5 
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3 3  - Les microorganismes 

u cours  de  cette tude, nous  avons utilis huit  souches  de  champignons filamenteu 
qui  avaient 6t6 s au cours  de travaux ant6rieurs (W et coPl., 1989) 
effecmu$ la U . Ces champignons fiamenteux  appartiennent aux gems 
 ill^ et retenus pow leur  capacit6 B d$$rader la cdkine en 
milieu  liquide. Les fiches  deserip.tives  de  ces  huit  souches  sont d ~ n n  

d'ensilage  ont C utilis6 au cows de ce travail : 

isol6e du manioc  roui  au  Laboratoire  de 
Microbiologie de I'BRSTBM ii Brazmville, Congo (GIRAUD et coll., 1991). L'Ctude 
physiologique et enzymologique  de  cette  souche  amylolytique a 6t6 rkalis& par GIRAUD 
en 1993. 

- DpH4 de  la  soci6t6  BURINA-France. Il s'agit d'un  conservateur  biologique  d'ensilage 
commercial  homologue gar le  Minist8re de l'Agriculture. Ce ferment est compos6  de 
deux souches de bacteries  lactiques  homofermentaires, Lactobacillus  plantarum B 
16" bact6xies.g1 et Pediococeus  aeidilaetici ii 3.109 bact6ries.g'  ainsi  que d'un complexe 
enzymatique (Cellulases : 10 866 unitbs d'activite ~ ~ ~ a s e . g - ' ) .  

atkriel et Mktblit?s 
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33.3 - La conservation des souches 

Les souches  de  champignons  filamenteux  sont  entretenues  et  conservées  en  pilulier  sur 
un  milieu gélod incline B base  de  cafe,  Milieu  Café  Moulu  Saccharose (CMS) dont  la 
composition  est  donnee  en  Annexe 1. Apr&  incubation  des  souches  pendant 10 jours B 25 OC, 
elles  sont  soit  lyophilisées,  soit  conservées + 4 OC pendant  environ 6 mois. 

La souche  de Lactobacillus  plantarum A6 est  conservde  dans  du  glycérol B - 80 OC. 

Apri3s croissance  en  milieu  liquide M R S  pendant 24 heures,  la  culture  est  reprise  avec 50 % 
de  glycdrol, distribu& stdrilement  en tube sterile  jetable  de 1 ml et consexvde B - 20 OC. 
La  souche se conserve  plusieurs  mois  dans  ces  conditions. 

Le DpH4 se  conserve sous forme  de  poudre  lyophilisde dans son sachet  d'origine, 
8 mois ii la  tempdrature  ambiante  et 12 mois ii + 4 OC. 

3.4 - Les  Fermentations  en  Milieu  Solide (FMS) 

3.4.1 - Les FMS  aerobies pour la  croissance des champignons 

Pour dtudier  la  physiologie  des  champignons  filamenteux  capables  de  se  ddvelopper  sur 
pulpe  de cafe et  de  degrader  la  caféine,  nous  avons utilid le  dispositif  de  fermentation  solide 
aerobie ddjB largement dtbit par  diffbrents  auteurs  (RAIMBAULT, 1980 ; HUERTA- 

DUFOUR, 1990 ; SAUCEDO-CASTmDA, 1991 ; SOCCOL, 1992). Ce  dispositif  est 
present6  schematiquement sur la  figure 3.2. 

OCHOA, 1984 ; ROUSSOS , 1985 ; "REJO-HERNANDEZ, 1986 ; ORIOL, 1987 ; 

figure 5.2 : aispositif d'incubation pour les W airobies 
1 : En& d'air - 2 : Bain-marie  thermostat6 - 3 : Humidificateur 

4 : R&istance chauffante - 5 : Colonne de  fermentation - 6 : Microvannes d'ahtion 
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nt cons~tu6s de colonnes de verre (5) de 4 cm de dim&m et 

longueur, leur  volume  utile est d'environ 258 ml. s remplies avec le support, les 
colonnes  sont mondes sub un hu~mcateur  (3) et s dans un bain themostat6 (2) 

(4). Le eonB61e du 
de s'assurer de la samation et de 

dispos6 sous chaque  colonne (3). Le d6bit 
e de chaque colonne. Ce dispositif permet le contr6le et le suivi em 

continu de la ferneneation. 

emple de fiche  technique de anise en est p&sent 
en Annexe S. 

ipons filmenteu ndmt 5 jours sur 
des  spores est rd &eau sterile 

La Concentration en spores de la  suspension utilisCe pour 
os et eoll., 1989). 

Om ajoute une  solution  minerale B la pulpe de cafk faciliter le d6praaphage de la 
fermentation. Cette solution ne contient  gas d' 

n d'obtenir une humidit6 
avoisinant 58 96. Le milieu est ho 2 l'%ide d'un  homog6nbiseur  6lectrique. Il est 

ensuite st6rilis6 par ~ u t ~ l ~ ~ a g e  B 1 n &6liI-niner les con 
naturels de la pulpe de c milieu de cu%me, ainsi que 

on, sont s t i s $ s  paf au  lavage.  Un m p o n  
de  coton, ainsi qu'une rondelle de papier filtre, sont in uits au fond des colonnes pour 
filtrer et diffuser l'air entrant dans le milieu de culture. 

Aprks st6rilisation et refroidissement, le  milieu est hocul6 avec la suspension de spores 
ajusde B pH 4.4 et comespondant  un  taux  d'ensemencement de 2.1~1~ sp0res.g-' PMS. 
Chumidit6 finale du  m6lange  doit &e de 68 8 environ. La base de  calcul des différentes 
quantités est donne en Annexe 4. 

Le milieu inocul6 est introduit dans les r6acteurs B raison de $0 g de substrat environ 
par colonne. Au fur et B mesure  du  remplissage, la pulpe  doit Stre  l6g&rement tasske de 
manikre B permettre la circulation des gaz. Une fois la colonne Emplie, une  nouvelle rondelle 
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de  papier  puis un morceau de coton sont positionn6s  sur  le  haut de  la  colonne, afin de  limiter 
les  contaminations  (Figure 3.2). 

3.4.1.2 - Installation  de la fermentation 

Les colonnes  contenant la pulpe de caf6  sont montks sur les  humidificateurs  puis 
installkes  dans  le  bain-marie  thermostat6  (Figure 3.3). Sauf  indication  contraire, les  conditions 
suivantes  ont  6t6  fixees pour l'ensemble  des  fermentations : 

- Temfirature : 25 O C  f 0.5 OC ; 

- Flux d'air diffus6 : 4 1.h-l pour chaque  colonne 

Cette  installation  fonctionne  en  continu  et  de  &&re  inddpendante pour chaque 
incubateur.  Ainsi il est  possible  de  pr6lever  des hhantillons (colonnes) B des  temps  diffkrents 
sans perturber  le  reste  du  dispositif. 

Les gaz sont  collectes en sortie  de  fermenteur  pour  analyse. Le systhme  d'analyse  des 
gaz (Figure 3.3) est constitue d'un chromatographe  en  phase  gazeuse (Cm) muni d'un 
d6tecteur B conductivit6  thermique  coup16 B un ordinateur  permettant de  suivre  l'6volution  des 
gaz au  cours  de la fermentation (DUFOUR, 1990 ; SAUCEDO-CAST-A, 1991 ; 
SOCCOL, 1992 ; TREJO-HERNANDEZ, 1992). 

flqurs 8.8 : Disposittf d'atdyse automati.& &es guz de la fermentatton solide 
utcccsant un cfwomatograpfw des qaz. 

1 : En* d'air - 2 : Bain-marie  thermostat& - 3 : Colonnes de fermentation - 4 : Colonne en silicagel 
5 : Echantilloneur - 6 : Boîtier  de  commande  de  l'injection  automatique 

7 : Chromatographe  en phase gazeuse - 8 : ordinateur 
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us  avons utilis6 

Une  fiche techni e  de mise en euvre d'un ensilage  de  pulpe  de cd6 est present 
e 5. cette mi 

3. 

I'inwulation B 30 "C dans des dens  de 250 
L'estimation de la population  bacdrienne est faite gar n6ph6lom6~e. L'absoabance  des 
suspensions  cellulaires  est mesde  B 540 nm  av un spectrophotomktre 

61. La suspension  bacterienne est ajust& B IO8 bacteries A6 par $rame PMS. 

Ferment  commercial DpH4 : Suivant les conseils d'utilisation du fabriquant, il n'y a 
gas eu de mise en culture. prealable de  ce ferment. Au moment de  l'ensemencement,  une 
quantit6 de poudre est dilu dans  de l'eau distillke afin d'obtenir  des  taux  d'inoculation, 
soit  de 1@ bacteries  lactiques par p m e  PMS, soit de 10* bacteries  lactiques par 
g r m e  PMS. 
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3.4.2.1.2 - Prbparation  des  microsilos 

La  pulpe  de cafe broyée et tamisée est  dhydrat6e jusqu'B  obtenir  une  humidit6  de 70 % 
environ. Dans le cas  d'une  inoculation  par  la  microflore  endogène,  la  pulpe  est  rehydratee 
avec  de  l'eau  puis mélangk avec  le << pied  de  cuve B. Dans  les  autres  cas,  la  pulpe *he  non 
stérilisk est  réhydratée  et  inoculée  avec  la  suspension  bacterienne  souhaitbe (A6 ou  DpH4). 
Les pots d'ensilage  sont  remplis  en  tassant  la  pulpe afin de  limiter  la  quantite d'air. Ils sont 
fermés  puis  scellés  avec  du  Par'afiim. On agit  de  même  avec  les  microsilos << colonne B d h i t s  
précédemment. 

Lorsque le substrat  d'ensilage  est  constitue  de  pulpe  fermentée  dont le taux dhumiditb 
est g6nbralement  voisin  de 70 %, l'inoculation  s'effectue par ajout d'un volume minimal des 
différentes  suspensions  bactériennes  concentrées. 

3.4.2.2 - Conditions  de  fermentation  d'ensilage 

Les microsilos  sont  incuMs a l'obscurit6  et B une  température  constante  de 30 OC 
pendant 1 mois.  On a pr6pa.d  autant  de  microsilos  que  de  points  de  prblkvements  souhaitbs. 

3.5 - Le traitement  des khantillons 

A la  difference  des  fermentations  liquides,  la  prise  d'bchantillons  au  cours  des 
fermentations  solides  aerobies ou anaerobies  est  delicate.  En  effet,  pour  étudier  les  param2tres 
de  la  fermentation en fonction  du  temps, il est nhessaire de  prblever  une  colonne  complkte ou 
un pot  d'ensilage  correspondant B un temps de fermentation  donne.  Pour  traiter  tous  les 
Cchantillons dans les  &mes  conditions,  ceux-ci  sont  conservCs B - 20 OC au fur et B mesure 
des  prelkvements,  sauf dans le cas ou  l'on a suivi l'6volution  de  la  microflore. Dans ce  cas, 5 g 
sont  prelev6s  et  traites  imm6diatement,  le  reste  du  materiel  est  congele. 

Les khantillons  pdleves au cours des  fermentations  ont  6t6 soumis B un traitement 
standard  permettant  la  r6alisation  des  analyses  biochimiques  et  microbiologiques  (Figure 3.5). 

En  premier  lieu, le contenu  de  la  colonne est ped au  debut de  la  fermentation  et  au 
moment  du  pr6lkvement afin de  calculer la perte PMS du  substrat. 

Deux khantillons de 5 ou 10 g PMF chacun  (soit  environ 10 % du pdlkvement)  servent 
B la  détermination  de l'humidid. La cafeine  est  dosée B partir de  ces  bchantillons skhbs puis 
broyés  au  broyeur B billes (5 3.6.8). 

Une  autre  fraction  de 5 ou 10 g PMF est utilide pour r6aliser  une  dilution  en  poids (ln) 
avec  de  l'eau  distillée  qui  servira aux analyses  biochimiques  ult6rieures  (Figure 3.5). Dans le 
cas  des FMS, la  dilution  poids B poids est e s  importante pour exprimer les resultats  par 
rapport  au  poids de  matihe &he. Le pH  de  la  suspension  est  mesur6  directement  apres  une 
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3.6 - Les techniques  d'analyses 

3.6.1 - Analyse des gaz 

Le syst6me d'analyse des gaz est  constitu6 d'un chromatographe  en  phase  gazeuse 
(CPG) muni d'un d6tecteur B conductivit6  thermique  couple B un ordinateur  permettant  de 
suivre  l'6volution  des  gaz  en  continu. Le couplage  de  cet  appareillage  avec  des  fermenteurs  en 
culture  solide  et  la mise au  point de  l'automatisation informatide de la prise  des  donn6es  ont 
6t6 r a i d s  par  SAUCEDO-CASTAREDA (1991). 

Les composants  sont  s6par6s sur une  colonne  concentrique de type Alltech CTR I. 
Lacolonne extdrieure est remplie  d'un  support  jouant le rôle  de tamis  mol6culaix  de 5A. 
La  colonne  centrale  est  remplie  de  Porapak,  polym6.e  poreux  ne  retenant  pas  les gaz. Les 
conditions  opératoires  de  la CPG sont  les  suivantes : 

Mtecteur : Conductivit6  thermique 
Ternfiratwe : 60 OC isothermique 
Phase  mobile : Helium 
Mbit de l'6luant : 35 ml.min-l 
Tension  du  cathammktre : 160 mA 
Pression  de  l'6luant : 1 bar 
Volume  injecte : 0,3 ml 

Chaque gaz presentant  une  conductivit6  thermique  diffbrente, il est  donc nkessaire 
d'&donner le d6tecteur  avec  des  m6langes  6talons  avant de proCCder B l'analyse  des gaz 
(Cm Or N2). Les courbes de  calibrations  sont  Ctablies pour chaque gaz. 

3.6.2 - Observation du materiel  frais 

L'observation  macroscopique  (de visu ou B la  loupe  binoculaire  Olympus SZH) permet 
d'evaluer  1"tat  des  cultures  aux  diff6rentes 6tapes de  la  croissance et de dkeler l'apparition 
des  premibres  têtes  conidiennes. 

L'observation  microscopique  du  myc6lium  donne  des  indications  plus prtkises sur l'6tat 
physiologique  du  champignon  et  permet  de  relier  les  etudes  biochimiques ou respiratoires 
au  cycle  de  reproduction asexuk du  champignon. Les tkhantillons  sont  plac6s  dans  une 
goutte  d'eau  distillee  entre  lame  et  lamelle. On utilise un microscope  photonique B contraste 
de  phase  (Olympus BH2) &pip6  d'une  chambre  photographique. 

3.6.3 - Suivi  de  la  microflore 

Nous avons  utilis6 la technique  d'ensemencement  par  point dkrite au 0 3.2.2 
pour  suivre  l'6volution  de  la  microflore  totale  au cours des  diff6rentes  fermentations. Cette 
technique  a  permis  l'utilisation dun nombre  minimum de boîtes de  Petri.  Sur  trois  boîtes 
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her pendant 24 h B 105 "C ( 
sec et refroidi en apmosph&re s2che (dessicateur  contenant du silicagel), il est ped au 

mtilbn pepmet d'exprimer la matihe s 
s), ou la teneur en eau (masse d'eau contenue dms 

3.6.6 - Dosage des substrats et des produits de la  fermentation  par HPLC 

Les analyses ont 6t6 effectuees au moyen d'un appareillage MPLC modulaire : 

- pompe : LDC 3200 Consta Metic ; 
- vanne  d'injection : Vanne rhbdyne 7125 munie d'une boucle d'injection  de  20 pl ; 
- colonne : 

- d6tecteurs : R&ractom&tre PHLE'S PU 4026, spectrophotom2tr-e LDC! 3100 ; 
- intkgrateur : Logiciel CHROMA (Biosyst2m). 

- four : Jones Chromatography ; 
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La colonne utilide dans  cette  etude  separe  les  acides  organiques  des  sucres  simples  ou 
complexes  et  des  diffkrents  alcools  par  l’action combink d’int6ractions  hydrophobes,  de 
tamisage molkulaire et d’echanges  d’ions. La resine  greffbe H+ est un copolymhe  de 
styrihe et de  sulfonate  de  divinyl  ben&ne.  Deux  ddtecteurs  sont  branch&  en série en sortie 
de  colonne : un r6fhctornhe pour detecter  les  sucres,  les  alcools  et  quelques  acides 
organiques  et un detecteur W B 210  nm qui met en evidence  les  substances  prbsentant  des 
doubles  liaisons.  L’analyse  par  r6fractom6trie a un seuil de  detection  relativement  faible, 
mais  permet un dosage  pr&s pour des  concentrations  sufirieures B 300  mg.1-l. 

Les conditions  op6ratoires  sont  les  suivantes (GIRAUD et  coll.,  1991) : 

Phase  mobile : €&SO4 6 mM, d6gazd  sous  helium 
D6bit  du  solvant : 0,8 ml.min-1 
Pression : 800 - 900 PSI ou  MegaPa 
Volume  inject6 : 20 Cll 
Ternfiratwe : 65 O C  

Le tableau 3.1 presente la  liste  des  composants  quantifiCs  par  cette  mbthode  ainsi  que 
leur  temps  de  dtention. 

L 

Composants Refractornetre 
TemDs de retention  (min) 

Glucose 
Acide  lactique 
Acide  ac6tique 
Acide  propimique 
Acide isobutyrique 
M6thanol 
Acide butyrique 
Ethanol 
Acide  isovd6rique 
Acide val6rique 

UV 
TemDs de retention  (min) 

680 
9,67 
1135 
1330 
14,88 
14.89 
16.10 
17,OO 
18.42 
2 1.74 L 

9.53 
1132 
13.16 
14,73 

15.95 

3.6.7 - Dosage des sucres  rdducteurs  totaux 

Les sucres  rt?ducteurs  totaux  sont  doses  par la methode  de MILLER (1959). Le pouvoir 
rt?ducteur  des  sucres  permet  de dduire l’acide  3-5  dinitrosalycilique en acide  3-amino-5- 
nitrosalycilique B chaud et en  milieu  basique. Le produit  de  la daction developpe  une 
coloration  jaune orange presentant un maximum  d‘absorption B 575 nm. Une  courbe  etalon 
de  glucose  de O B 2 g.1-l a et6 realisee  pour  chaque  s6rie  de  mesure afin d‘exprimer les 
resultats  en g.1-1 d‘Quivalent  de  sucre ruucteur. La pdsence de  fortes  concentrations  en 
prothes peut  interferer dans la  lecture (ROUSSOS, 1982). 
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La cafdine est dode ar Chromato 

Au cours de ce travail, tous les seront exprim6s par rapprt au 

oil : 
P est la  quantite  d'dchantillon  prklev 

MS est la teneur en rnati&re &ch 
D est le facteur de dilution. 

3.7.2 Evaluation des produits 

Les r6sultats  exptkimentaux  des  acides  organiques  et  des  sucres  riklucteurs sont 
exprimes  en  8.1-I. Nous avons  utilis6  la  formule  suivante pour les convertir en pourcentage de 
mati8re s&che: 



xX100 
D X  P x %MS 

où : 
X est  la  concentration  en  acide  ou  en  sucre  obtenu  par  dosage  (g.1-l) ; 
P  est  la  quantite  d'echantillon  humide analyse (g) ; 
5% MS est  la  teneur  en matihe dche de  l'khantillon (%) ; 
D  est  le  facteur  de  dilution  de  l'khantillon. 

3.7.3 Rhltats  des analyses de gaz 

La mesure  directe  de  la  vitesse  insta ntan& (d6rivk) de  la  productio ln ou de  la 
consommation  des  gaz  a  et6 rMi& par  l'khantillonnage d'un courant d'air provenant  de  la 
fermentation. Les r6sultats  sont  exprixds en  millilitre  de  gaz  par  heure,  rapportes  au  gramme 
de  pulpe  de cd6 &he  initiale  selon  l'equation  suivante : 

(CO2 ou 02) x DCbit x 6Q 
Poids  initial  x % MSI 

où : 
CO2 et O2 sont  les  teneurs  des  gaz dans l'air, exprim&s  en  pourcentage  (par  exemple CO2 
O % et 02 = 21 % au  debut de  la  fermentation), 
le  debit  de l'air est  exprim6  en  ml.min-'. 
le  Poids  initial  est  la  masse  du  contenu  de  la  colonne  de  fermentation  exprim&  en  grammes, 
la  teneur  en  matii%e  &Che  initiale  est exprim&  en  pourcentage. 

L'accumulation  ou  la  consommation  totale  des  gaz peut être calculee  en  int6grant  les 
donn&s  de  la  vitesse  par  la  rhgle  du  traphze  selon  la  formulation  suivante : 

AtxCi+(Ci+l-Ci)XAtxO,S 

oh : 
At est  l'intervalle  de  temps  entre  deux analyses (i  et i+l), 
Ci est  la  valeur  de  la  concentration  du  gaz  au  debut  de  l'intervalle  de  temps, 
C i+l est  la  valeur  du  gaz B la fin du  même  intervalle. 

La mesure  directe  de  la  production  ou  de  la  consommation  globale  (integrale)  des  gaz 
est r6aliA dans un volume  confin6  avec  recirculation d'air. Dans ce cas, le calcul  des  teneurs 
des  gaz,  exprime  en  millilitres  de  gaz  par gramme de  mati& dche initiale,  s'effectue  selon 
l'6quation  suivante : 
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4 - MICROF'LORE ENDOGENE  DE LA PULPE ET DES  COQUES  DE CAFE 

La pulpe  de  café  est  un  substrat  interessant  pour  l'alimentation  animale  de  part  sa  teneur 
en sucres, protc$ines,  acides amines et autres  nutriments (ELIAS, 1978).  Comme  nous  avons 
pu le  constater dans l'étude  bibliographique (15 2.2), son  utilisation  est limit&  par la présence 
de compods toxiques  tels  que  la  cafiine  et  les  composés  phénoliques (BRESSANI, 1978~). 
De plus,  l'humidité  élev& (80 - 85 %) de  la  pulpe,  favorise  le  développement  de la microflore 
naturelle. Si celle-ci  n'est  pas  trait& ou stabilisk imm~tement ,  elle  devient une source  de 
pollution importante (ROUSSOS et d l . ,  1993a). On peut  supposer  enfin,  que sous l'action 
incontrôltk  des  microorganismes endoghes, la  pulpe  de  café  va se degrader et perdre  une 
partie  de ses qualit& nutritionnelles. 

Il est  donc  important  de  rechercher  de  nouveaux  proc6dés  biotechnologiques 
pour  conserver  la  pulpe  de  café.  Favoriser  le  développement  des  bactéries  lactiques din de 
prCserver la  pulpe  de  cafe  par  ensilage  pourrait  être  une  solution (MURIUO, 1978 ; 
ROUSSOS et coll.,  1993a). La connaissance  de  la  quantitd et  de  la  diversité  de  la  microflore 
naturelle  de  la  pulpe  de  cafd  est  indispensable B la realisation  ultdrieure  de  travaux sur la 
conservation  par  ensilage  et  la  valorisation  biotechnologique  de  ces  sous-produits.  Cette 
approche a CG recommandk au  cours  d'dtudes  concernant  la  valorisation  d'autres  substrats 
agricoles  tropicaux (ROUSSOS, 1985).  Rappelons  enfin  qu'il  n'existe  aujourd'hui  aucune 
Ctude  d&aill& sur la  microflore endoghe de  la  pulpe  de  cafd. 

4 .l - Origine  de la pulpe  et  des coques de caM 

Ce travail  prCsente la ddtermination,  la  quantification et  la  comparaison  de  la  microflore 
de  deux  lots  de  pulpe  de  cafe (e. arabica) issus  de  traitements par voie  humide : le  premier 
est  originaire  de  Xalapa  (Mexique), le second  de  Chinchina  (Colombie),  et d'un khantillon de 
coques  de  cafe (C. canephora) obtenu  par  voie skhe, originaire  de  Mysore  (Inde). 

Origine 

10 96 Soleil / 1Ojours Voie Humide Xalapa 

Humidit4 Skchage Traitement 

Mexique Industriel 
Voie Humide 10 z Soleil / 2 jours 

Chinchina 
596 Lyophilide pilote Colombie 

Wpulpage 21 sec 

Mysore 14 96 Soleil 1 3 semaines SeC 
Inde Stockage I2 mois Industriel 

Caféine I 
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Le proc6d6  de  traitement  humide utilid B Xalapa  (Mexique) est diffkrent de  celui  utilis6 

B Chinchina  (Colombie). A Xalapa, il s'agit d'un proc6d6 industriel  classique utilisant 
une grande  quantit6  d'eau  au cours du  d6pulpage. La pulpe  issue  de  ce  procM6 (Pulpe A) 
nkessite 10 jours de Ahage au  soleil  pour  rMuire  l'humidit6  finale B 10 % environ 
(Tableau 4.1). 

A Chinchina,  au  Centre  de  Recherche CENICAFE, une  nouvelle  m6thode  utilisant un 
d6pulpeur sans eau  est  test&  au  stade  pilote. Un khantillon de  pulpe  de  cafe  issu  de ce 
traitement  (pulpe B) a 6t6 dch6 au  soleil, 2 jours ont 605 nkessaires pour obtenir une 
humidit6  de 10 %. Un autre  lot  de  cette  même  pulpe  a  6t6  immckiiatement lyophilid B la 
sortie du  d6pulpeur (Pulpe C), ceci afin de  connaître  la  microflore  initiale.  Son  humidit6  est 
de 5 96 environ.  La  teneur  en  caf6ine  de  ces  trois khantillons est  d'environ 1 % PMS. 

Les coques  de  caf6  provenant  de  Mysore  (Inde)  sont le sous-produit  de  la  voie  &he. 
Les cerises  de  caf6  ont  6t6  d6cortiqu&s  aprhs Ahage au soleil (3 semaines). Les coques  ont 
ensuite 6t6 stocktks  sous  abri  pendant  plusieurs  mois.  L'humidit6  des  coques  pr6lev6es  ap&s 
2 mois de stockage est  de 14 % et  le tam de cafbine  de 0,4 % PMS. 

4.2 - Evaluation  quantitative de la microflore 

Tous  les  comptages  ont 6tt5 r6alis6s  en  triplica  suivant  le  protocole  demit  au 5 3.2 de 
manihre  rigoureusement  identique. On peut  donc  supposer  que le facteur  d'erreur lit5 B ce type 
de  comptage  est  le  même  pour  tous  les  resultats  obtenus. 

Le tableau 4.2 presente  les  resultats  obtenus  sur  les  trois  lots  de  pulpe  et sur le lot  de 
coques  en  nombre de germes  formant  colonies  (UFC)  par  gramme  de  mati&re  &he  ainsi  que 
les  pourcentages  de  chaque  population  de  microorganismes par rapport B la population  totale. 

La microflore  totale  de la pulpe A issue  du  traitement  par  voie  humide est nettement 
sup6rieure B celle  des  coques D issues  du  traitement  par  voie  &he. Le facteur  est  de 
17 environ.  Rappelons  qu'il  s'agit de deux  vari6t6s  diff6rentes de caf6. 

La microflore  totale de  la pulpe  provenant  de  Chinchina en Colombie  (proCtkl6  humide 
avec un d6pulpage B sec) est  nettement  moins  importante  que  celle  de la pulpe  mexicaine 
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Ces  r6sultats conf ien t  que  la  pulpe  de c est un  substrat &s charge  en micm 
organismes  (Bact6ries, L e m s  et Champignons). Sur le lot  de  pulpe lysphilide C que  l'on 
peut  assimiler B de  la  pulpe  fraîche, on observe une  dominance  des  levures (61 8) et un 
nombre rSlev6 de bact6ries mais qui ne regdsentent  que 37 8 du total. Aprhs skhage au 
soleil, ce sont  les bacteries qui sont les  populations  dominantes : 99 % p u r  la pulpe 
mexicaine A ; 95 % pour  la  pulpe  colombienne B. On observe la  quasi  disparition  des  levures 
mais le nombre  de  champignons reste du meme ordre de  grandeur. 

Sur le lot de coques D, les bacteries repdsentent 94 % de la  population totale B l'image 
des  pulpes A et B, mais il faut  noter  que  la  population  des  champignons regdsente un 
pourcenmge kaucoup plus  important  que  dans le cas des pulpes. 
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4.3 - Distribution  qualitative de la microflore 

Afin de  mettre  en  evidence  la  distribution  qualitative  des  microorganismes,  nous  avons 
utilis6 des  milieux  de  culture B base  d'amidon, de  cellulose  ou  de  pectine.  On  avons  aussi 
d6termin6 la  microflore sur un milieu it base  de  pulpe  de  cafe.  Enfin,  la  microflore  anadrobie  a 
et6  estim6e sur un milieu MRS Agar. 

4.3.1 - Populations se ddveloppant sur  cellulose,  amidon  et/ou  pectine 

On  retrouve  des  microorganismes se ddveloppant sur les  milieux  de  culture it base  de 
cellulose,  de  pectine ou d'amidon,  quelque  soit l'khantillon analyse. 

A partir  de  la  pulpe  fraîche  colombienne C, le nombre  total  de  microorganismes sur les 
trois  milieux est similaire  (Figure 4.2) et trhs important  en  pourcentage. 73 % de  la microflore 
totale se developpe  sur le milieu B base de  cellulose, 74 % sur  le  milieu B base  d'amidon et 
54 % sur le milieu B base de pectine.  D'autre  part,  en  analysant  les types de  microorganismes 
se  developpant sur chaque  milieu  (Figure 4.3), on observe  une  dominance trhs nette  des 
levures, une absence  de  bact6ries  sur  les  milieux  pectine et amidon  et un nombre  similaire  de 
champignons (2 B 3 %). 

La microflore  de  la  pulpe  colombienne skh6e au  soleil B sur  cellulose  est  la  plus 
importante (16 %), et  celle sur pectine la moins  nombreuse (4 a). En  comparaison  avec la 
pulpe  colombienne  lyophilis6e C, la  microflore  sur  cellulose,  sur  amidon et sur pectine 
diminuent  fortement d'un facteur 20, 200 et 400 fois  respectivement  (Figure 4.2). Si l'on 
observe la &partition  des  microorganismes  sur  les mis milieux,  on  remarque  que  les  levures 
sont peu nombreuses  (Figure 4.3). Sur  les  milieux  cellulose  et  amidon, les bactdries  sont 
devenues  dominantes (69 % et 53 % respectivement) et sur le milieu  pectine ce sont  les 
champignons (85 %). Les champignons, sur les  milieux  cellulose et amidon, sont significatifs 
en  pourcentage (23 % et 38 % respectivement). 

En ce qui  concerne  la  pulpe  mexicaine A, les  nombres  totaux  de  microorganismes sur 
les milieux tt base  de  cellulose (41 %) et d'amidon (50 %) sont  importants et  similaires. On 
note la dominance  des  bactdries (98 % sur cellulose et 99 % sur  amidon). Sur milieu  pectine, 
la  microflore totale (1 %) est environ 50 fois  moins  importante  que  sur  les  milieux  cellulose et 
amidon,  les  bacteries  repdsentent un pourcentage peu important (7 %) ; par  contre  les 
champignons  sont  dominants (91 %) comme sur la  pulpe  colombienne B AhCe au  soleil 
(Figures 4.2 et 4.3). Sur  l'ensemble  des  trois  milieux, le pourcentage  de  levures est trhs peu 
eleve (GAIME-PERRAUD et coll., 1993). 

Dans  les  coques  de cafd D, la microflore se developpant sur milieu  cellulose 
est  largement  dominante (65,5 %), elle  reprdsente 13 % sur  milieu  amidon et 5 % sur milieu 
pectine  (Figure 4.2). Sur ce milieu,  les  champignons reprbntent 100 % de  la  population, 
par contre  les  bacteries  sont  largement  dominantes sur les  milieux  amidon et cellulose 
(Figure 4.3). 
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43.2 - Population se ddveloppant sur le  milieu  pulpe de cafe 

Pour  les  lots A, B et D sechCs  au  soleil, le  nombre  total  de  microorganisme  se 
dheloppant sur  milieu B base  de  pulpe  de  cafe  est  environ  10  fois  moins  important  que 
le nombre  total  de  germes.  Ce  sont  principalement  les  bacteries  qui  disparaissent 
quantitativement. Par contre, B partir  de  la  pulpe  lyophilisee Cy la microflore  totale  ne 
diminue  que  d'un  tiers  et  reste  dominCe  par  les  levures  (95,5 8) (Figure 4.3). 

43.3 - Population anaerobic sur milieu MRS 

Aucune  population  anakrobie  ne  s'est  dCvelopp6e B partir  du  lot  de  coques D 
(ROUSSOS et coll, 1995).  D'autre  part,  quelque  soit le lot  de  pulpe analyd, aucun 
champignon  ne  s'est  developpe  en  absence d'oxyghe. Enfin, on note la pdsence de  levures 
uniquement ii partir  du  lot  de  pulpe  colombienne  lyophilisee C (Figure 4.3) ; alors  que  sur  les 
lots  de  pulpe  dchCs  au  soleil A et B, seules  des  bacteries se sont  d6veloppCes.  Cette 
population  de  bact6ries  represente 7,5 Q de  la  microflore  totale dans le  cas  de  la  pulpe 
mexicaine A et 30 8 pour la  pulpe  colombienne B. Dans le  cas  de la pulpe  colombienne 
lyophili&,  la  population  totale  sur M R S  represente  environ  2,5 96 de la microflore  totale. 

4.4 - Discussion 

La comparaison  des dsultats obtenus sur les  lots B et C de  pulpe  colombienne,  avant  et 
aprks skhage au soleil,  montrent  que  le dchage de  la  pulpe  de  cafe  provoque  une  diminution 
du  nombre  total  de  microorganismes,  essentiellement  due B une  quasi  disparition  des  levures, 
les  bact6ries  et  les  champignons Ctant peu affect6 (Tableau 4.2). 

Par ailleurs, l'influence  du  type  de  depulpeur utilid dans le  traitement  par  voie  humide 
sur  la quantitc?  de  microorganismes endoghes de  la  pulpe  est trhs nettement marquk. Dans le 
cas  de  la  pulpe A (depulpeur  industriel  utilisant  une  grande  quantid  d'eau), l'humiditk initiale 
de la pulpe  est  supérieure B 80 96 et  le  temps  de  séchage pour obtenir  une  humidit6 
avoisinante  les  10 % est  d'environ  10 jours. La quantit6  de  microorganismes  détermin&  sur ce 
substrat  (1,12.108 UFC.g-' PMS) est t&s sup6rieure  (x  160) h celle  dCtermin6e  sur  la  pulpe B 
(7,01.1@ UF(2.g-l PMS) dont l'humidite initiale  est  comparativement  plus  faible  (d6pulpeur 
sans eau), et dont le temps de Ahage est  seulement  de 2 jours. Néanmoins,  dans  les  deux 
cas,  les  bactbries  sont  largement  dominantes (A : 99 8 et B : 95 8). 

L'influence  du  pourcentage  d'humiditt?  des  produits  stockes sur la  nature  de  la 
microflore  s'exprime  principalement sur le  diveloppement  des  champignons  filamenteux. 
Le lot  de  coques (D), r6sidu  de  la  voie  &he,  a un taux d'humidite de  14 96, taux relativement 
6lev6  qui  correspond B une  activit6  de  l'eau  permettant  le  developpement  des  champignons 
fidamenteux.  En  effet,  c'est  sur  ce  lot  que  le  pourcentage  de  champignons  est le plus  61eve 
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.I : Nkrsfesre 
nombre de microorganismes par e de substrat poids sec 

7 

Substrafs Tropicaux Microflore  Totale 
Pulpe  de aft! A 1,12 108 
Pulpe  de cafe B 7.01 16 
Pulpe  de cafd C 3,66 106 
Coques de cafd D 651 lo6 
Bagasse de  canne ih sucre (ROUSSQS, 1985) 2,64 106 
Farine  de manioc (RAIMBAULT, 1980) 2,50 108 

Le tableau 4.3 gresente la microflore totale de differents substrats tropicaux  en 
comparaison avec ceux  obtenus au cours de notre Ctude sur les trois lots de  pulpe  de cafe 
et sur le lot de e 



Dans  les  farines  destin6es B l'alimentation  animale,  on  d6nombre  g6nkralement 
lo8 germes  a6robies.g-1 PMS, nombre  relativement  6lev6 (RAIMBAULT, 1980).  Lorsque 
cette  microflore  a6robie  appartient B un substrat  humide,  elle  devient un handicap  car  en  se 
d6veloppant,  elle  d6grade le mat6riel  qui  devient  une  source  de  pollution. Les r6sultats 
obtenus B partir  des  lots  de  pulpe  de  caf6  colombien  d6montrent  l'importance  du type de 
traitement  appliqu6  aux  cerises  de  cafe. Ils sont  environ  100  fois  moins  importants  que  ceux 
obtenus  sur  pulpe  de  caf6 A ou  sur  farine  de  manioc. 

ROUSSOS (1985)  a  d6montr6  que  pour  de la bagasse  de  canne B sucre  fiaîche 
dont l'humidit6 initiale  est  de 44,4 %, le nombre  de  microorganismes  total est  de 
2,64.106germes.g-1 PMS. Si cette  bagasse  reste  stockde  en tas 15  jours B l'air  libre, le 
nombre  s'615ve ii 1,89 lo9 germesgl PMS. Ces r6sultats  montrent  qu'il  existe  une  population 
microbienne  contaminante  importante  dans  la  bagasse  fraîche  qui  6volue  rapidement  en 
fonction  du  temps de stockage. 

On peut  supposer  qu'il  en  sera de même  en  ce  qui  concerne  la  pulpe  de  cafe.  En  effet, la 
microflore  de ce substrat,  dont  l'humidit6  initiale  (80 % environ)  est  encore  plus  importante 
que  celle  de  la  bagasse,  va  6voluer tri% rapidement. D'où, la n6cessit6  de  rechercher  des 
techniques  efficaces de conservation. Le skhage peut être une  de  ces  techniques, mais il 
faut  savoir  que  les  aires  de  &hage ou les  structures  mkaniques  permettant  de  diminuer 
l'humidit6  de  ce  substrat, si elles  existent  sur  les  lieux  de  production, sont d6jB utilisks pour 
skher le grain de  cafe. A l'heure  actuelle,  la  pulpe  de caf6 est  g6n6ralement  stock&  dans  des 
fosses B l'air  libre  ou rejet& dans  les  cours  d'eau. 

Il est  possible  d'utiliser  la  m6thode  de  l'ensilage  pour  stabiliser  la  pulpe  de  cafe B la 
sortie  des  depulpeurs en  utilisant  et  en  am6liorant  les  fosses  de  stockage  souvent  existantes 
sur  les  lieux  de  production  et  en  orientant  les  activit6s  de  la  microflore  naturelle d M t e  
prk6demment vers un dbveloppement  rapide  des  bacteries  lactiques  provoquant  une 
diminution  importante  des  valeurs  du  pH. 

Dans la  suite  de  ce  travail,  nous  Ctudierons  1"volution  de  la  microflore  totale  a6robie et 
ana6robie  au  cours  d'ensilages  dalisCs B partir  de  pulpe  de  cafe  &chCe et dhydratk. 
Nous  travaillerons  sur  la  pulpe A dont  la  microflore  totale  est  de  1,12.108 germesgl PMS et 
dont  la  microflore  anabrobie,  exclusivement  bacterienne, repdsente 7,5 % de  la microflore 
totale  soit lo6 germes.g" PMS. Nous  6tudierons  d'autre part, les  effets  d'additifs  biologiques 
sur ces  ensilages. 
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5 - CONSERVATION  DE  LA PULPE DE  CAFE PAR ENSILAGE 

La production  saisonnibre, la teneur  ellevee  en  eau de  la  pulpe  de  café et l'importance  de 
la  microflore  endogbne  posent  des  problbmes B la  conservation  de ce sous-produit  du 
traitement  par  voie  humide  du cafe (GAIME-PERRAUD et  coll., 1993 ; ROUSSOS  et coll., 
1993a).  Rappelons  ici  quelques  contraintes  suppl6mentaires  au  choix  d'une  technique 
de  stockage : 

- Volumes et  tonnages  important B traiter  par  jour  (ZULUAGA,  1989) ; 
- Produit  riche et facilement  putrescible  qui nkessite un traitement  rapide (BRAHAM et 

BRESSANI, 1978) ; 
- Peu  de  main  d'oeuvre  disponible ; 
- Skhage naturel  difficile (mne humide, peu de  soleil,  pas d'auipements disponibles) ; 
- Nkessitt? d'un proct?d6  industriel  simple et  konomiquement  rentable. 

Mi de  pouvoir  utiliser  toute l'annh de  la  pulpe  de  cafe  de  bonne  qualit6  et  en  quantitks 
commercialement  int6ressantes, il est nkessaire d'employer  des  m6thodes  qui  pourront  être 
appliquhs independamment  du  traitement  du  grain  de  cafe. Dans le cas  d'une  utilisation  en 
alimentation  animale,  le  proc6d6  doit  maintenir,  voir  am6liorer  la  qualit6  nutritionnelle  de  la 
pulpe  sans  augmenter  excessivement  le  prix  de  revient final. 

La technique  de  conservation  qui  offre  les  meilleures  perspectives,  dans  le  cadre 
des  exigences dhi tes  ci-dessus,  est  l'ensilage.  Cette  technique  est  simple,  elle  peut  être 
appliquk relativement  facilement  par  les  industriels  du  cafe  et  les  Cleveurs.  Ce  proc6dC 
permettrait  d'emmagasiner  la  pulpe  pendant  la phiode de  traitement  du  caf6, pour l'utiliser 
posthieurement  sous forme  fraîche  ou  d6shydrat&. Dans ce cas,  le skhage pourrait se faire 
en  utilisant  les  aires  de skhage des  usines  de  traitement  du  cafe  qui  ne  sont  pas  utilisees  en 
dehors  de  la  p6riode  de rkolte et  de  traitement  des  cerises  de  cafe. 

L'ensilage  est un procede  de  conservation  des  produits  vCgCtaux  par  acidification 
en  conditions  anaerobies.  Pour  obtenir un bon ensilage, il est nkessaire de  favoriser  le 
developpement  des  bacteries  lactiques  homofermentaires. En effet,  la  production  rapide  et 
importante  d'acide  lactique  provoque  une  chute i d d i a t e  du  pH et inhibe la croissance  de 
microorganismes  indesirables.  L'anaerobiose  interdit  le  d6veloppement  de  microorganismes 
aerobies  comme les champignons  filamenteux ( O  2.5). 

Au cours  de  cette  etude,  nous  etudierons d'un point  de vue microbiologique  et 
biochimique un ensilage  naturel  de  pulpe  de cafe. Puis  nous  d6terminerons  l'impact  de  l'apport 
de  differents  ferments  sur  cet  ensilage. Le tableau 5.1 regroupe  les  informations sur la 
confection  de  ces  differents  ensilages.  Ils  sont  tous  r6alis6s  partir d'un même  lot  de  pulpe  de 
cafe. Il s'agit  de la pulpe A, issue du  traitement  par  voie  humide  dans  l'usine  de  Xalapa  au 
Mexique, &ch& au soleil  pendant 10 jours, puis  conservde  I'obscurit6 dans des  sacs en 
plastique ( O  3.1). Chumidit6  de  ce  substrat  a  et6  r6gulibrement contrôlk ; elle  est  rest& 
inférieure B 10 % au  cours  de  toute  cette  etude. 

Ensilage de la pulpe de cd6 
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"ablecru S. 1 : Confection des microsifos ti partit. de pulpe de cajS (Pdpe A.) 
r&umidi.fike avec de C'eau 

EnsilageTEMOIN 
Ensilage PC 
Ensilage A6 
Ensilage  DpH4 

Ferments  Apport  bacteries 

UFC.g" PMS 
lactiques 

- - 
Pied de cuve 7 96 
Lactobacillusplantarum A6 

105 Ferment commercial DpH4 
2 lo8 

. .  
, .--1,5 104 . 

I 

rlatiere seChe 
initiale 
9% 

3735 
3324 
3336 
3353 

PH Date 
initial d'ensilage 

4,44 16 mars 1993 
4,26 ~' 

27 octobre 1993 437 
5 mai 1993 4,225 

-17 mai 1993 

5.1 - Ensilage thmoin et prhparation  d'un  ferment  naturel 

Nous avons utilid des microsilos en  colonne (6 3.4.2). Ceux-ci  ont et6 remplis  au 
maximum  avec de la  pulpe  de cafe r6humidifiCe  avec  de l'eau. Le taux d'humidit6  initial  est  de 
63 % environ  et le pH  de 4.4. Les microsilos  sont  incub& 2 mois 8 l'6tuve 8 30 OC. 

Au desilage, on  remarque  qu'aucun  champignon  ne  s'est  dCvelopp6, ce qui  montre  que 
les  conditions  d'ana&obiose  ont 6t6 respecths. Le produit  presente  une  odeur agrhble, 
lbghement  acide, la couleur  du  substrat  s'est  ICgbement  6claircie. 

5.1.1 - Evolution  des  parametres  physico-chimiques et suivi de la microflore 

En fin d'ensilage, l'humidit6 du produit final est  de 62 %, le pH de 3,9 et il n'y a pas  eu 
de perte de  poids  en  terme  de  matikre  &he  (Tableau 5.2). 

Paramatres 
Humiditt! 

Perte  de  poids 
Acide  lactique 
Acide acitique 
Acide  butyrique 
Sucres riducteurs totau 
Glucose 
Fructose 
Ethanol 
Cafdine 

PH 
46 P m  
96 PMS 
96 PMS 
96 PMS 
96 P m  
96 PMS 
96 PMS 
96 PMS 
%I PMS 

Pulpe  initiale 

62.65 
4.44 

0.00 
0 . 0  
0.00 
4.12 
0,73 
4.19 
0.00 
1 9 0 4  

- 

Les analyses en HPLC de  la  pulpe  ensilee  montrent  la  presence d'un taux non 
negligeable  d'acide  lactique (2,39 46 PMS), peu d'acide  ac6tique (0,29 % PMS) et  l'absence 
d'acide  butyrique. 
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Champignons totaux n 6.W 475 ND 
Levures totales 
Bactdries anatirobies 
Levures anatirobies 

W 5.03 459 5.6 1 
W 6,93 3.95 5.17 

ND ND 4.1 n 
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5.1.2 - Caracterisation des bacteries  anaerobies 

A partir  des  comptages  effectues sur la  pulpe ensilk, vingt souches  de  bacteries  qui 
detaient  d6velopp6es sur milieu M R S  en  ana6robiose  ont  et6  isolees. Le tableau 5.4 pdsente 
quelques  caracteristiques  de  ces  souches  cultivtks sur milieu M R S  liquide  pendant 24 heures 
& 35 O C .  

huches 

- 
L8 
L 18 
L3 
L 11 
L 14 
L6 
L 17 
L1 
L 20 
L2 
L 10 
L5 
L 15 
L9 
L4 
L 16 
L 19 
L 13 
L 12 
L7 

- 

- 

- 

- 
PH 

final 

- 
3.74 
3.75 
3.77 
3.83 
3.83 
3.85 
387 
3.93 
3.97 
4.02 
393 
4.74 
4.24 
5.05 
5.08 
4.95 
5.35 
5.52 
5.86 
5.98 

A 

- 

- 

Glucclse 
rMiuel 

g r 1  - 
0,30 
0.36 
0.26 
0.27 
0.27 
0.3 1 
0.27 
1.17 
1.36 
1.64 
1,89 
3.22 
3.3 1 
4.34 
5.02 
5.63 
5.96 
6.93 
7.77 
8,27 

- 

- 

- 
Acide 

lactique 
g r 1  - 
7.04 
7.06 
7.05 
6.74 
753 
7.17 
7.16 
6.69 
5 9 9  
5.94 
536 
2.09 
4% 
1.44 
157 
198 
1.01 
092 
055 
0.48 

- 

- 

Acide 
adtique 

g.l-1 - 
1.69 
1 9 6 8  

1.70 
1.65 
1.85 
1.78 
198 
1.76 
1,73 
1.83 
1 5 4  
1.47 
1 .a 
1.41 
1.63 
131 
159 
155 
152 
155 

- 

- 

Rendement (96) 
acide  lactique I 

metabolites  produits 
80.67 
80.82 
80.57 
80s 
80.24 
80.10 
78.37 
79.18 
77.62 
76.41 
78,32 
47.06 
72.00 
42.12 
41.18 
60.20 
34.22 
33.32 
26.64 
23.79 

Rendement (96) 
acide  lactique 1 

glucose  consomme 
7256 
73.32 
7238 
69.21 
7736 
74.02 
73,66 
75.76 
6933 
7 1 ,O5 
6854 
30.83 
63.60 
2552 
3153 
4527 
2499 
30.04 
24.68 
27.96 

Toutes  ces  souches  sont  des  bacilles  immobiles,  asporul6s,  plus  ou  moins  trapus,  plus 
ou  moins  longs,  en  chainette  ou  par  paires.  Elles  sont  toutes  catalase  negative et la  majeure 
partie  produisent  une  quantite  importante  d'acide  lactique.  Ces  bacteries  appartiendraient  au 
groupe  des  bacteries  lactiques  et  au  genre Lactobacillus. 

Les chromatogrammes  obtenus  en HPLC pour l'analyse  des  acides  organiques  sont 
relativement  semblables,  avec  peu  de  pics  sp6cifiques  aux differentes souches. On note 
l'absence  de  production  d'acide  propionique,  butyrique ou isobutyrique. 

Ensilage de la pdpe de caji! 



Cette microflore viable, h ne et  naturellement pdsente dans  la  pulpe  de cafe 

contribue  d'une  mani5re e s  significative B la  conservation  de  la  pulpe car elle  s'exprime d5s 
que les  conditions  environnementales  (anaerobiose et humidit6) le  lui  permettent.  Rappelons 
que  l'on  ne dktecte ni hanol, ni  acide  butyrique, dans la  pulpe  ensilCe au b u t  de  deux  mois. 
Les bact6ries  lactiques  hCt6rofermentaires  strictes  naturellement  gresentes dans la  pulpe  de 

sont donc minoritaires. 
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5.2 - Ensilage  de  pulpe  de  cafe  avec  addition  de  ferments  contrôl6s 

Le proctkle  utilise  pour rMiser ces  ensilages  est  décrit  au 0 3.4.2. Nous rappelons  ici  les 
principales  caractdristiques  techniques : 

Un  premier  lot  de  pulpe  de cafe a et6 ensemence  avec un pied  de  cuve  (pulpe  de cafe 
ensilk naturellement  pendant 2 mois) & un taux de 7 % PMF  soit 104 bacteries  1actiques.g-1 
PMS. 

Le second  lot  de  pulpe  est  ensemence  avec  une  suspension  de L. plantarum A6 B un 
taux  de lo8 bact6ries.g-1  PMS. 

Le troisi*me  lot est ensemencd  avec un ferment  commercial  DpH4  compos6  de  deux 
souches  de  bacteries  lactiques : L. plantarum et  de P. acidilactici , associees & un complexe 
enzymatique compod de cellulases. Nous avons  respect6 le taux d'inoculation  pr6conis6  par 
le  fabriquant,  c'est-&-dire  environ 105 bact6ries.g-1  PMS. 

A l'ouverture  des  pots  d'ensilage, nous n'avons  pas  detect6  d'odeur  de dkomposition, 
la  pulpe  de caf6 avait  toujours  sensiblement  la  même  couleur,  voire  plus  claire.  Aucun 
d6veloppement  de  champignons  n'a  6t6  observ6  sauf  parfois  au  contact  du  bouchon de 
fermeture. 

52.1 - Evolution  de  la  microflore 

L'Cvolution de  la microflore au cours des  trois  ensilages  est  présentee sur la  figure 5.2. 
Les microorganismes sont exprids en  Log  UFC.g-'  PMS.  Nous  avons  détermin6  en 
aérobiose  les  bacteries  totales,  les  champignons  et  les  levures ; en  anaerobiose  sur  milieu 
M R S  les  bactéries et les  levures  ana6robies. 

Les populations  microbiennes  6voluent  diff6remment  au  cours  des  ensilages de  la pulpe 
de  café. A la mise  en silos,  les  populations  des  champignons  filamenteux et  de  levures sont 
aux  environs de 104 germes.g-'  PMS.  Lorsque  les  ensilages  sont  inocul6s  par le pied  de  cuve 
ou par L. plantarm A6, on  observe une diminution  des  champignons  pendant les  premiers 
jours  d'ensilage. Le nombre  des  levures  totales  n'6volue  que e s  peu dans le cas  de  l'ensilage 
inocule  par le pied  de  cuve. Il diminue  pendant  les  premiers  jours  de  l'ensilage  ensemenc6  par 
L. plantarum A6. Les levures  ana6mbies  qui repdsentent environ 10 % des  levures  totales, 
suivent  les  mêmes  profils. Il est  important  de  signaler  que  ces  populations  restent  viables. 

Lorsque la pulpe  de caf6 est  inocul6e  par le ferment  commercial  DpH4 & un taux de 
105 bact6ries.g-'  PMS,  on  observe  des  profils  d'6volutions  des  champignons et  des  levures 
diffkrents  de  ceux  observ6s sur les  deux  autres  ensilages. Le nombre  de  champignons  ne  varie 
pas au debut  de  la  fermentation mais aprks 10 jours  de  fermentation. Les levures  augmentent 
legkrement  au  cours  de  l'ensilage. On n'a  pas  pu  denombrer les  levures  ana6robies  (nombre 
infbrieu & 102 microorganismes.g-l  PMS). 
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nombre de bacteries lactiques 

%'ensilage A6 est i ns les deux cas, 
le nombre. des bac premiers j o m  jusqu'il 109-1010 bact6ries.g' 

(le bact6ries.g-1  de  cette  fermentation, le meme d6velop- 
pement des bacteries  lactiques Figure 5.2 C). Apr&s 6 jours  d'ensilage, elles atteignent  le  taux 
de IO6 bact6ries.g-1 PMS. Dans  tous  les  cas, le nombre des bacteries  lactiques decroit ap&s 
10 jours  pour  se  stabiliser  vers 105 bact6ries.g-1 PMS. 

PMS (Figure 5.2 inocule  au taux prhonisd par le fabricant 

Les populations  dominantes de la  pulpe de cafe sont  les  bactbries akrobies qui se 
ddveloppent  au cours des deux  premiers  jours  puis  elles  disparaissent  en  laissant la place aux 
bacteries lactiques p u r  les  ensilages PC et A6. Bar  contre, pur l'ensilage DgH4, elles  restent 
dominantes. 



Le nombre  des  bacteries  totales  suit  1'6volution  des bactkies lactiques et on  retrouve 
en fin d'ensilage le même  nombre  qu'au  debut.  Elles  restent  donc  viables.  Cela se vWie 
principalement sur l'ensilage  inmu16  par  DpH4. 

53.2 - Les parametres  physico-chimiques en fin d'ensilage 

Nous avons  suivi  au cours de  ces  fermentations diffhents pam&tres : l'humidit6,  la 
perte  de  poids,  le  pH,  les AGV, les  alcools,  les  sucres  r6ducteurs. Les resultats  initiaux  et 
finaux  sont  pr6sentes  dans  le  tableau 5.5. 

'Jkbhu 5.5 : PrCncipaux paradtres  avant et aprk ens- de la pdpe c& caf9 

I Param2tres 

Dur& de l'ensilage 
Humidit6 initiale 
Humiditd finale 
pH initial 
pH final 
Perte de poids 
Acide  lactique 
Acide  acetique 
Acide  butyrique 
Sucres  rdducteurs  totaux 
Glucose 
Fructose 
Ethanol 
Carbine 

mois 
% 
96 

% Pm 
% PMS 
% PMS 
% PMS 
% PMS 
% PMS 
96 PMS 
% PMS 
% PMS 

lllpe initiak Ternoin T 
Pied de cuve 

1 
66,76 
66,78 

4 3  
3Y91 
1,73 

335 
0968 
0 9 0 0  

456 
1,69 

1 s  
0,oo 
1,02 

Ferments 
L. plantarum A6 

1 

6@ 
66% 
425 
3992 
1,41 
2,14 

O,& 
0,oo 
3,67 

1s 
2,06 
0,oo 
0993 

DpH4 
1 

66,47 

6 6 Y l . 9  

437 
4,11 

0 3  
0,08 
0,05 
0,oo 
8932 
1 9  
4,19 
0,OO 

O990 

Quelque  soit le  type  de  ferment utilid, l'humiditd du  produit  ensile  n'evolue  que e s  
peu  au cours du  temps. La perte  de matibe skhe est  dans  tous  les  cas  infbrieure B 2 %. Nous 
n'avons  pas  observe  d'tcoulement  de jus et  le taux de  cafeine  n'a  pas diminue. 

Les analyses  par  HPLC  des khantillons  de  pulpe ensilCe  ont  r6vClC une quantid 
importante  d'acide  lactique  (superieure B 2 % PMS) dans  tous  les  cas  sauf pour DpH4.  On 
observe  aussi  la  production  d'une  faible  quantite  d'acide  acCtique  (inf6riew-e B 0,7 % PMS) 
mqis pas  d'acide  butyrique ni d'6thanol. 

Ensilage de la pulpe de cc# 



contenu dans le 
conditions de l'ensilage  acide,  contact  cellulases-substrag t e m g n ~ e )  sont trks 

obtenus avec 1' 
de cuve ou de ~ a ~ ~ t 5 r i e ~  lactiques L. plan s smilaires. Par "mm, 

st5 avec le ferment e u6 de  mani5re tr&s W6rente 
s bacteries  lactiques). On ut 
dcrmrganismes h p l i  

g h e  de bact6ries lactiques. 
, les enzymes cellulasiques 

t hydrolyse les h$micelluloses et une  partie  de  la  cellulose 

d'inmulatisn  du DpH 
sons. Dans la  suite 

plus 6levdes et nous 
que la pulpe  de cafd est in 

5.2.3 - @in&iques des parametres physico-chimiques 

Les cinetiques  d'6volution  du  pH,  des  acides  lactique et acbtique,  du  glucose  et  du 
fr~ct~se, principaux sucres de  la  pulpe  de caf6, sont pr6sent6s sur les  figures  5.3  et 5.4. Elles 
permettent  de  comparer  les  effets  des Werents ferments. 

Dans le  cas d'une inoculation  de la pulpe  de cafe par un pied de  cuve ou par 
L. plantarum A6, la  diminution  du  pH est rapide  et  se  stabilise vers le 75me jour il un pH 
inf6rieur B 4.0 (Figure 5.3 A). La  production  d'acide  lactique est rapide,  elle  est maximale d5s 
le 35me jour dans le cas de A6 (environ 2,2 PMS), d5s le  75me jour  pour le  pied de cuve 
(Figure  5.3 B) mais le  taux  atteint  par ce dernier  est  le  plus  eve (environ 3 OJO PMS). 
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La  difference  de  temps  peut  s'expliquer  par  la  difference  des  taux  d'inoculation  en  bacteries 
lactiques au  debut  de  ces  deux  ensilages. Les quantit6s  d'acide  acetique  augmentent  au  cours 
des  premiers jours et se stabilisent B des  valeurs  avoisinantes 0,5 96 PMS  (Figure 5.3 C). 

Les cinetiques (Figure 5.3) confirment  qu'il n'y a  pas  eu ni production, ni accumulation 
d'acide  lactique  au cours de l'ensilage  inocule par QI34 ; de même pour l'acide  acCtique. 
Le profil  de pH est cependant  coherent  avec un profil  d'ensilage. 

A: pH 

O 10 20 30 O 10 20 30 

Temps  en jours 

C : Ac. adtique 96 PMS 

O 10 20 30 

O Pied de Cuve : 0 ktobacillusplantarum A6 : CI DpH4 

Les concentrations  en  sucres  solubles, dans de  nombreux  ensilages,  diminuent  en  même 
temps  que  le  pH.  Dans la pulpe  de  cafe  &hee,  les  sucres rtducteurs totaux,  dostss  par la 
methode au DNS,  ont C d  estimes B 4,72 % PMS  (Tableau 5.5). Initialement, pour les  trois 
ensilages, le glucose  plus le fructose,  estimes  par HPLC, representent  environ 5 % PMS 
(Figure 5.4 A). Ces  deux  sucres  sont  donc  bien  les  principaux  sucres  presents  dans la pulpe. 

Dans  le cas de  l'ensilage  inocule  par  le  pied  de  cuve,  on  observe  une  consommation 
rapide du  fructose  corr616e B la  diminution  du  pH  (Figure 5.4 C). Cette  consommation est  plus 
tardive dans le  cas  d'une  inoculation  par A6. Dans  les  deux  cas,  le  taux  de  glucose  varie  peu 
en  debut  de  fermentation, il augmente  leg8rement  apri?s 12 jours d'ensilage  (Figure 5.4 B). 
Apr8s 1 mois  d'ensilage, le glucose  plus le fructose  sont  estimes zi 3,5 % PMS pour les  deux 
ensilages,  PC et A6 (Figure 5.4 A). Or, le  dosage  des  sucres  rtducteurs  totaux  donne 4,56 % 
PMS pour PC et 3,67 % PMS pour A6 (Tableau 5.5). Il y a  donc  eu  accumulation d'un ou de 
plusieurs  autres  sucres  rtducteurs  dans le cas  de  l'ensilage  inocule  par le pied de cuve. 

Enrilage de la pulpe de cd4 



Q 
8 IO 20 30 O IO 20 30 

L'ensemble  des  r6sultats dnsi que  l'observation  ~mamseopique  des  produits 
finaux,  nous  pernettent. d' que  dans  le  cas  des  inoculations  par 
par L. ~1~~~~~ 4, les  ensilage  de  pulpe  de cd6 ont donnC des  r6sultats  satisfaisants : 

- la teneur  en matihe skhe est s 
- la perte de goids en  mati&re  &he  est  faible ; 
- les teneurs  en  acide  lactique  sont importantes ; 
- les  teneurs  en  acide  acCtique  sont  faibles ; 
- il n'y a pas  de  production  d'acide  butyrique ; 
- le pH est inf6rieur 4 ; 
- la pulpe garde  son aspect original. 



La reussite d'un ensilage  par  apport  d'un additif biologique  lors  de la mise  en  silo, 
depend  de  nombreux  facteurs  tels  que  le type et la  nature  du  substrat  ensile,  les  conditions 
climatiques,  la  microflore endogbe, la  technique  d'ensilage utili& et  les  propriCt6s  du 
ferment  (HENDERSON  et  "DONALD,  1984). La  connaissance  du  nombre  et  de  la  nature 
de  la  microflore  lactique endoghe initiale  est  necessaire  pour  comprendre  l'effet  et  orienter 
l'inoculation (PAHLOW, 1991). 

L'effet  positif  de  l'inoculation  par  des  bacteries  lactiques  a  et6  demontre  par  de 
nombreux  auteurs  lorsque le nombre  initial  de  bacteries  lactiques endoghe est  consider6 
comme  faible,  entre 102 et 104 bact6ries.g-' PMS (WEINBERG  et COL,  1993). 

Des  etudes x&di&s sur  l'influence  de  la  concentration  en  cellules bacthiennes  de 
l'inoculum (L.pZantarum) sur  la vitesse &acidification et l'abaissement  du  pH dans des 
ensilages  de  fetuque (gramink des pds et  des  bois) et  de  rye-grass  (fourrage  de  seigle)  ont 
n5v616es que  des  doses  de lo7 bact6ries.g-1 PMS et  de 16  bact6ries.g-' PMS respectivement 
sont nkessaires afii d'obtenir  des  r6sultats  satisfaisants  en raison d'une  flore  autochtone 
importante ii la  mise  en  silo  (GOUET,  1994).  En  general, le nombre  de  bacteries  minimum 
pdconid pour l'ensilage  est  de 105 bacteries  par  gramme  de  vCgCtal vert pour une 
concentration  en  sucres  fermentescibles  de  12 % PMS (BERTIN et HELLINGS, 1985). 

Dans  le  cas  de la pulpe  de  cafe &hCe  au soleil, rehydratk, puis ensilk dans des  silos 
de  laboratoire,  on peut dire que  l'influence  de  l'inoculation  par un ferment  compose  d'une 
seule  souche (L. pZantarum A6) est  peu  significative  par  rapport B l'ensilage  naturel  et  surtout 
par  rapport B une inoculation  par un pied  de  cuve.  L'interêt  reside  principalement  dans  la 
dominance  et  l'homog6nBt6  de  la  population  lactique, impostks par le taux  d'inoculation e s  

important (dans notre  cas 108 bact6ries A6.g-' PMS contre 104 bacteriesg' PMS par  le  pied 
de  cuve).  L'inoculation  massive  par  des  bactt?ries  lactiques  permet une production  d'acide 
lactique  plus  rapide  et  de  ce fait un abaissement  du  pH. 

La microflore  endoghne  totale  de  la  pulpe  de  cafe  avoisine lo7 microOrganismes.g-' 
PMS lors  de  la  mise  en  silo.  Lorsque  les  taux  d'inoculation  en  bact6ries  lactiques  sont  faibles, 
cette  microflore  peut  representer un s6rieux  handicap.  Cela  explique  peut être l'khec relatif 
de  l'ensilage  inocule  par  le  ferment  commercial  DpH4  au  taux prkonis6 par  le  fabricant 
soit 105 bact6ries.g-1 PMS. Le faible  developpement  des  bact6ries  lactiques (endoghes et 
inocul6es)  serait  dû ii un  antagonisme  entre  ces  differentes  populations.  En  effet,  la  microflore 
de  cet  ensilage  reste domink par  les  bact6ries  non  lactiques  (Figure 5.2 C). 

La microflore  lactique endoghe A la  pulpe  de  cafe  est  une  microflore  hCt6rogihe. 
Le taux  d'inoculation  par  le  pied  de  cuve  est  faible (1,5104 bacteries  1actiques.g' PMS). 
Cependant, il est  probable  que  la  r6ussite  de  cet  l'ensilage  reside  dans  le  fait  que  l'on  introduit 
des  souches  performantes  naturellement  seleaionnees  et  adapt&  au  substrat ; ce qui  n'est  pas 
le  cas  pour  le  ferment  DpH4  normalement  prdvu pour inoculer  des  ensilages  de  maïs  en  zones 
temp6rks. 

Ensilage de la pulpe de cafk 



Nous remuvons ce profid &$volution de l'acide lactique s les deux ensilages PC 
slution inverse du pH. L'acide a6tique agent anti-myotique et 

ement des levures et des champigno N, 1983). La prdsence 
s aumit donc un effet sitif. L'absence d'acide propi 

lucides avoishat les I2 UT stabillism un ensilage 
s le cas de la  pulpe ce taux est relativement  faible 

si l'on consid&  la qu ment  fernenatesib1 

globale de ces sumes 
c o m e  un facteur fimitant. La 
d6monme que la production d' 
pentosmes et d'autres complexes cwbohydrat6s (DEWAR et coll., I963 ; PEmRSSON et 
LINDGREN, 1990). 

L'effet positif  de la pdsence d'un complexe  enzymatique compose de cellulases dans 
le ferment DpH4 est sensible meme si cet ensilage ne  s'est  pas  correctement  dt?roul& En 
effet, on observe une  augmentation  significative du taux des sums riYucteurs, substances 
privil6giCes de la fermentation  lactique.  Nous  approfondirons ce sujet  au 0 7.2. 

Bien que  le  taux  initial de sucres  dxlucteurs  de la pulpe  de cd6 soit  relativement  faible, 
il ne  semble  pas n6cessaire d'additionner b ce substrat des sources de  sucres  supplt?mentaires 
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telles  que la melasse  comme  cela  a 6t6 souvent  r&k6  avec  des dsultats peu probants 
(MOLINA et  coll.,  1974b ; MURILLO, 1974 ; FERRER, 1984 ; PORRES et  coll.,  1993). 
Il semble  plus  souhaitable  d'utiliser  des  ferments  biologiques  associant  des  bact6ries  lactiques 
B des  complexes  enzymatiques  capables  de  d6grader  les  constituants de la paroi  cellulaire  du 
v6g6tal. 

Quelque  soit le type  de  ferment  utilis6, il n'y .a .pas eu  d6gradation de  la caf6ine  au 
cours  des  trois  ensilages. On n'a  pas  observ6 d'koulement de jus et  les  pertes  de  matiere 
skhe ont  6t6  minimes  (inf6rieures B 2 %). Ces r6sultats  confirment  que  les  diminutions  des 
teneurs  en  caf6ine observks par  certains  auteurs  au  cours  d'ensilage  de  pulpe de caf6 
(PORRES et coll.,  1993) dsultent de  l'6vacuation  de  ce  compos6  soluble dans les  liquides 
de  drainage.  En  effet,  lorsque  les  travaux  sont d a l i s C s  sur  de la pulpe  press&,  les  liquides 
de  drainage  sont  peu  importants  et  les  taux  de  caf6ine  ne  varient pas de  manihre  significative. 

Des  analyses  pr6liminaires  nous  ont permis de  v6rifier  qu'au  cours  de  l'ensilage 
tdmoin,  on  observe  une  diminution  importante  du taux des compods phknoliques et plus 
particuli5rement  de  l'acide  chlorog6nique. C e s  premieres  observations  sont  en amrd  avec  les 
r6sultats  obtenus par DE MENEZES et coll. (1993), qui  dbmontrent  qu'en  milieu  liquide  les 
bact6ries  lactiques  sont  capables  de  degrader  les tanins. Une  Ctude  plus  approfondie  de  ce 
sujet  fait  partie  des  perspectives  de ce travail. 
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bien que b taux d'in 

etion  d'acide  lactique 

Ces exp6riences ont permis de  d6montrer  qu'il n'est pas nkessaire d'additionner  les 
ensilages  de  pulpe  de e& avec  des sources extieures de  sucres.  En  effet,  bien  que le taux 
initial  de  sucres  directement  fermentescibles  dans  la  pulpe de cd6 soit  relativement  faible 
(5 % PMS) par rapport au taux pr6conid dans  la  litt6rature (12 13 %I, on observe une 
conservation  du  taux de  ces  sucres au cours des  ensilages. La production  d'acide  depend  done 
de  la  degradation  des  constituants  des parois cellulaires  du  substrat, d'où l'inter&  d'utiliser  des 
ferments lactiques associ6 & des  complexes  enzymatiques. 

Enfin, on observe  que la caf6ine  n'est  pas  de  e  quelque  soit  le type d'ensilage 
r6aliS6. 



DECAFEINATIO’N 

DE LA  PULPE DE CAFE 



- 128 - 
6 - DECAFEINATION  DE  LA  PULPE  DE  CAFE 

Au cours  des  chapitres prt?c&ents,  nous  avons  d6monh-6  que  la  microflore  endogbne  de 
la  pulpe  de  cafe  est t&s importante  (environ lo8 microorganismes  par  gramme  de matihe 
skhe). Cette  microflore  6voluant  rapidement,  nous  avons  utilise  la  technique  de  l'ensilage 
pour  stabiliser  et  conserver ce substrat. Nous avons 6tudi6, dans un  premier  temps,  l'ensilage 
naturel  de  la  pulpe,  ..puis  -d6termin6  l'influence  de  -l'apport  de  ferments  lactiques sur cet 
ensilage. Il s'av5re qu'apks un  mois  de  fermentation,  on  obtient  des  produits stabilids dont  le 
pourcentage  en  caf6ine  n'a  pas  diminue. Or, dans la  mesure où l'on  souhaite  utiliser  la  pulpe 
de  cafe ensilk en  alimentation  animale, il est  ndcessaire  de  la  detoxifier  au  pr6alable. 

L'ORSTOM et  la  UAM  d'htapalapa B Mexico  ont  initi6  en 1984 des  recherches  visant il 
utiliser  les  techniques  de FMS comme  alternatives pour am6liorer  la  qualit6  nutritionnelle  des 
produits et sous-produits  tropicaux  dont la pulpe  de  caf6,  en  s6lectionnant  des  souches  de 
champignons  filamenteux,  non  pour  leur  capacit6 B synthetiser  des  protiines,  mais  pour  leur 
potentialit6 B d6grader  des  substances  toxiques spkifiques (AQUIAHUATL et  coll., 1988 ; 
ROUSSOS et  coll., 1989 ; VINIEGRA-GONZAIXZ et coll., 1991). 

Huit  souches  de  champignons  filamenteux  ont  6t6  pr6sélectionnCes pour leur  haute 
capacit6 B d6grader  la  caféine  (de 90 B 100 % en  fermentation  liquide) ; il s'agit  de 
2 Penicillium et de 6 Aspergillus. Tous ces  champignons ont kt6 isol6s  initialement B 25 O C .  

Une  Ctude  physiologique  a  6t6 dalis& sur  ces 8 souches : rendement  de  sporulation, 
croissance  apicale,  temps  de  gemination, pH  minimum  de  croissance,  taux de  d6gradation  de 
la  caf6ine (0 2.4.2.2). A partir  de  ces dsultats et  de  travaux  ant6rieurs,  une  souche de 
Penicillium a  6t6 retenue pour  des  Ctudes  visant B d6terminer  les  conditions  optimales  de 
fermentation  en  milieu  solide (0 2.4.2.3). 

Le but  de  la  pr6sente  etude  est  de  tester  ces  huit  souches  de  champignons  filamenteux 
en FMS sur  de  la  pulpe  de  caf6  dans  des  conditions  identiques. L'objectif est  de  s6lectionner 
un ou plusieurs  microorganismes  capable  de  d6grader  la  caf6ine  de  la  pulpe  avant  sporulation 
de  manibre B pouvoir  le  tester  par  la  suite  en  association  avec  le  proc6d6  d'ensilage.  Nous 
rechercherons  d'autre  part un facteur corn616 B la  d6gradation  de  la  caf6ine  et B la  sporulation 
des  souches  facilement  mesurable  au  cours  de  la  fermentation. 

Dans un deuxibme  temps,  nous  utiliserons  la  methode  des  plans  d'exp6riences pour 
d6finir  et  optimiser  les  principaux  facteurs  intervenant  au  cours  de  la  fermentation  de 
dkaf6ination  de  la  pulpe  de caf6  par le champignon  dlectionn6  sachant  que  l'on  cherche B 
obtenir un pourcentage  de  caf6ine  inf6rieur B 0,2 % avant  la  sporulation  de  la  souche. 

DécajZination de la pulpe de cajë 
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6.1 - Description  morphologique  des  souches  retenues  en  boîte  de  Pétri 

Le tableau 6.1 pdsente la description  morphologique  des 8 souches  de  champignons 
cultivks en boîte de Petri sur un milieu pulpe  de  cafe B 25 OC. 

Souches 
lisse, s e p 6  branch6 Penicillium 

Conidiophore Mydlium 
lisse,  long sept6 

V 2 6 m  hyalins 0 1283 p 

Penicillium long, s e p 6  marron lisse, sept4 branch6 
V33A25 0 12p 0 ~ 2 8 3  p 

Aspergillus I sept6.vacuol6 I long 

Aspetgillus hyalin fin, sept6 
C17B25 

Aspeqillus fm 
CllB25 I sept6 peubrancM I 

Structure 
Reproductrice 

Verticill& 
M6tules L 13 p 

hyalines, lisses 

vert-iame  clair Phialides ampouliformes 10 p / 3 p 
0 1 4 p  

Conidies 

VdCill6S rondes,  hyalines, lisses 
M6Ldes L= 12 p 0 = 6 p  

Phialides ampulifmes L- 10 p ocre au centre 
Tête aspergillah, 0 = 50 p rugeuses, verruqueuses 

uni&&, radi&.verte 0 1 5 p  

Tête aspergillaire, 0 = 25 p crhel6es 
unis&î&.nonradi& 

fonckes Phialides forme  bouteille L 1 1 5 ~  
0 "5p 

Tête aspergillah, 0 = 50 p &hinulh 
globuleuse,  jaune-vert 0 "5p 

Phialides ampoulifme marron 
Tête aspergillairc, petite 
unis&î&, non  radi6e 

Phiades alllpOUlifOMlC L 1 1% fonchs 

Têteaspergilhirc,0 -40p 
0 =384p unidai&. radih 
granuleuses 

brunes Phialides L L. 5~ 
Tête aspergillaire, 0 .I 40 p &hinul& 

unidai&, radi6e 0 =4p 
Phialides ampuliiormes L = 12 p f foncBes 

Ces  observations  sont  en  accord  avec  les  descriptions  faites  par AQUIAHUATL (1992) 
et  ont permis de  confirmer  qu'il  s'agit  bien  des  mêmes  souches. 

6.2 - Description  de la croissance  des  souches en FMS sur pulpe  de cafd 

Toutes  les  fermentations  ont 6tC dali&s suivant le même  protocole dkrit au 5 3.4.1. 
Nous rappelons  ici  les  principales  caract6ristiques : 

- Substrat  initial  sterile  melange B une  solution  min6rale sans azote ; inoculation  au  taux  de 
2.107 spores  par  gramme de  substrat  poids  sec ; pH  ajuste B 43 ; humidit6  initiale  de 68 % 
environ ; 

- Temperature  du  fermenteur  contrôlbe B 25 O C  et  aeration  Ctablie ii 60 ml. m i n - l  par  colonne. 

Dhxj-dination de la pulpe de cafd 



- Toutes les hemes : les tenem en C 

h 

.La souche qui  sporule le plus  tôt  est spergillus V12A25 (28 h) et celle qui sporule le 
spergillus CllB25 (42 h). Les six autres souches sporulent aprhs 30 ou 

32 heures de fermentation. 
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6.2.2 - La respirométrie 

L'adhésion  intense  des  champignons  fiamenteux  au  substrat  rend  impossible 
l'estimation  de la biomasse  par  les  méthodes  classiques (ROCHE et coll.,  1993).  Nous 
utiliserons  la  technique  d'analyse  et  de  suivi  des  gaz  pour  observer  l'évolution  de  la  croissance 
mycblienne  d'une  manitxe  indirecte. Les teneurs  en  gaz  carbonique  et  en oxyghe, effluents 
de la fermentation  solide,  sont  en  effet  directement li&s B l'activité  microbienne 
(RAIMBAULT,  1980 ; ORIOL, 1987 ; SAUCEDO-CAST-DA,  1991).  Ces  analyses  de 
gaz  permettent  de suivre les  différentes  phases  de  fermentation in situ, en  continu et de  façon 
non  destructive.  La  figure  6.1  présente  les  courbes  de  production  de  CO2  au  cours de  la 
croissance  des  8  champignons  filamenteux  ainsi  que  ces  mêmes  courbes exprimks en 
logarithme  nt5p6rien.  Ces  courbes  permettent  de  déterminer  les  temps  de  latence et d'estimer 
les  activités  respiratoires al et a2 (A ln C m /  A t)  des  différentes  souches  (Tableau 6.3). 

1 .  

-I 

Aprhs  des  phases  de  latence  variant  entre  10  et  13  heures  sauf  pour  la  souche  C17B25 
(17 h) et la souche Cl 1B25  (20  h),  on  observe une phase  d'accélération  suivie  d'une  phase  de 
croissance (al  variant  de 0,26 B 0,34  h-l).  Ap&s  cette  phase  exponentielle  qui  dure  de 5 B 
7 heures,  on  observe un changement  de  pente (a2 variant  de  0,13 B 0,19  h-l).  Cette  phase  de 
ralentissement  dure  environ  15  heures.  Elle  est  suivie  d'une  phase  stationnaire  correspondant B 
la  sporulation  des  souches. 

Les profils  de  croissance  et  les  coefficients  respiratoires  observés  ci-dessus  sont 
similaires  aux  résultats  obtenus  par  RAIMBAULT  (1980)  sur  la  croissance d'Aspergillus 
niger sur un substrat  amylacé. Les temps de  latence  sur  pulpe  de  café  sont  cependant  plus 
longs. 

Le suivi  en  continu  de  la  croissance  en  milieu  solide  grâce B la  mesure  du  CO2  permet 
d'estimer le développement  des  microorganismes  sur un même tkhantillon  tout au long  d'une 
pt5riode  et cela  sans  apporter  de  perturbation au syst&me. La mesure  du  CO2  permet aussi  de 
supprimer le problkme  d'homogénéite  et  de  representativite  des prélhements. I1 est  important 
de  souligner  la prhision des  mesures. 

D&cajZination de la pulpe de cd6 
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6.2.3 - L'humidith et la perte  de  matiere sèche 

Les figures 6.2 et 6.3 presentent  respectivement  l'6volution  de  l'humidit6 de  la pulpe de 
caf6 et les pertes de  poids en pourcentage  de matihe skhe au cours  des FMS pour les 
8 souches  de  champignons. 

O V26A25 ; O V33A25 ; O C16A25 ; 4C V12A25 ; C17B25 ; 0 C28B25 ; + CllB25 ; + C23B25 

72 I 

70 

'p3 

P X 

66 

72 T 

64 
O 10 20 30 40 50 

Temps  (heures) 

6 4 !  I l I I l l I I l 
O 10 20 30 40 50 

Temps  (heures) 

O V26A25 ; O V33A25 ; O C16.425 ; 4C V12A25 ; C17B25 ; 0 C28B25 ; + CllB25 ; + C23B25 

O 10 20 30 40 50 O 10 20 30 40 50 

Temps (heures) Temps  (heures) 
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Pour  trois Aspergillus, Cl6A25, C28B25 et C17B 5, le pH  augmente tri3 1Cgèrement 
jusqu'8 5.0 vers 36 heures @hase de developpement du mycChm). Ces trois  souches 
sporulent h 32 heures, le pH  dCcroit alors rapidement jusqu'h 3.2 environ. 
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Le pH  des  cinq  autres  souches  augmente  aussi  au  cours  de  la  phase  de  developpement 

du mycelium, mais de  mani8re  beaucoup  plus  significative,  jusqu'g  atteindre un pH  de  7.2 
au  moment  de la sporulation  pour  quatre  d'entre  elles. La souche  V12A25,  qui  sporule le 
plus  tôt  (28  heures),  se  stabilise  alors 2 pH 6.5. 

Toutes  les  valeurs  de pH  se  stabilisent  lorsque  que le  processus  de  sporulation  se 
dklenche. Cette  étape  implique  l'arrêt  du  métabolisme  du  champignon  et  l'apparition 
d'une  phase  de  dormance. 

Il existe  donc  une  correlation  entre  le pH et  le  developpement  des  microorganismes : 

- germination  et  envahissement du substrat : pas  d'evolution  du  pH ; 
- developpement  du  mycelium : augmentation  du  pH  plus ou moins  marquee  selon  les 
souches; 

- sporulation : dkoissance rapide  du  pH  pour  trois  souches  puis  stabilisation ; augmentation 
16g8re  pour  les  cinq  autres  puis  stabilisation. 

6.2.5 - La caféine 

L'evolution  des taux de  cafeine  au  cours  des 8 FMS est pdsentk sur  la figure 6.5. 
Toutes  les  souches  degradent  totalement  la  cafeine  de  la  pulpe  de  cafe  aprhs  la  phase  de 
germination  et  d'envahissement  du  substrat. Au cours  de  cette  phase,  d'autres  sources 
d'azote  plus  accessibles  que  la  cafeine,  seraient utilides. Celle-ci  est  rapidement  degradde  au 
cours  de  la  phase  de  croissance du  champignon.  Lorsque  la  caf6ine  s'6puise  (taux  inf6rieur B 
0,1 % PMS), les  microorganismes  developpent  leurs formes de  reproduction asexde. 

I O V26A25 : O V33A25 : O C16A25 : % V12A25 : C17B25 : O C28B25 : @ CllB25 ; + C23B25 

1 

0.8 

m 
0.6 

O 

T 

O 10 20 30 40 50 O 10 20 30 40 50 

Temps  (heures)  Temps  (heures) 

f gure 6. S : Evolution des taux da cafeine au cours cles 8 fermentattons 
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ne  relation  entre le d6veloppement 

observe une c ation entre l'6volutiow  du pH et %a de 
En effet, le pH commence B au ter  lorsque  &bute %a diminution du taux de caf6hee Les 
valeurs du pH se stabilisent lorsque la cd6ine est complktement dC 

n observe,  d'autre  part,  qu de la vitesse de production de C 
nt ant6rieur au  moment de la sporulation (sauf 

bleau 6.4 regroupe  les  principaux critkres de les huit souches  de 

Le premier objectif de ce  travail  est  de dlectionner un ou plusieurs  microorganismes 
capables de degrader la cafeine de la  pulpe de cafe avant  la  phase de sporulation et ceci afin 
de pouvoir l'associer avec des bact6ries  lactiques  au cours d'un proc de stabilisation par 
ensilage. 
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Nous éliminerons,  sur  la  base  de  cet  objectif,  les  souches  C16A25  et  C23B25.  En  effet, 

lorsque  ces  souches  sporulent,  le taux de  caféine  est  encore  significatif  par  rapport  aux  autres 
souches  (Figures  6.6 et 6.6  bis). Nous éliminerons  aussi  la  souche Cl 1B25  qui  présente un 
temps  de  latence  très  long  (20h)  et  un  pourcentage  de  dégradation  de  la  caféine B 30  heures 
très  faible  (Tableau  6.4).  La  souche  V12A25  sporule  très  tôt  (28  h) et  présente  donc  peu 
d'intérêt  pour la suite  de  ce  travail. 

Les souches  V33A25  et  C28B25  sont  les  plus  intéressantes si l'on  considère  le  taux  de 
dégradation  de la caféine B 30 heures,  soit  94 %. Ces  deux  souches  sporulent B 30  et  32  heures 
respectivement. Les phases  de  latence  sont  courtes  (environ  11  heures). Le CO2  produit et les 
cœfficients  respiratoires  démontrent  une  bonne  croissance  de  ces  deux  microorganismes sur 
pulpe  de  café  (Tableau  6.4). 

Le second  objectif  de  cette  étude  est  de  rechercher un facteur  corrélé B la  degradation  de 
la  caféine et B la sporulation  des  souches,  facteur  devant  être  facilement  mesurable  au  cours 
de la fermentation. 

Parmi les  quatre  souches  V26A25,  V33A25,  C17B25 et C28B25,  on  observe, pour les 
deux Aspergillus C17B25  et  C28B25,  que  le  pH  diminue  lorsque le taux  de  cafkine  est 
inferieur B 0,2 % PMS et  avant  que  les  souches  sporulent  (Figure  6.6  bis).  Cette  observation 
est t r8s  intéressante  si  l'on  considhe  l'objectif  d'associer  ces  souches B des  bactéries  lactiques 
pour un procddé  de  stabilisation  par  ensilage.  Pour Penicillium V33A25  (Figure  6.6)  lorsque 
le taux de  caféine  devient  inférieur B 0,2 % PMS, le pH  se  stabilise B 7.0  environ. Le 
phénomène  est  moins  marque  pour Penicillium V26A25  (Figure  6.6).  Cependant, il reste  que 
ce  facteur  de  pH  nécessite  d'effectuer  des  prél2vements au  cours  des  fermentations. 

La représentation  graphique  de  la  vitesse  de  production  de COZ que  l'on  peut  visualiser 
sur un han de  moniteur  tout  au  long  de  la  fermentation  sans  effectuer  de  pr618vement  est 
certainement le facteur  le  plus  approprié. On  remarque  pour  les  deux Penicillium que  le 
maximum  de  la  vitesse  de  production  de CO2 est  largement  antérieur h la  sporulation  des 
deux  souches et correspond B des taux de  caféine  inferieurs B 0,2 % PMS (Figure  6.6). 
Les observations  sont  moins  nettes  en  ce  qui  concerne  les  deux Aspergillus (Figures  6.6 
et  6.6  bis). 

Ainsi,  parmi  les  deux  souches  potentiellement  intéressantes,  nous  choisirons  de 
continuer  notre  dtude  avec Penicillium V33A25.  Ce  microorganisme  correspond  aux  crit8res 
recherches  et  a deja fait  l'objet  d'dtudes  physiologiques (8 2.4.2).  D'autre  part,  des  travaux  sur 
les  voies  de  degradation  de  la  caféine  utilisant  ce  champignon  filamenteux se poursuivent 
dans  notre  laboratoire. 



es facteurs essentiels et mi en place du plan d'exp 

une madce factorieue fmctiom~e, P p  (oh 4% est le nombre de facteurs 
le nombre de blocs  du  plan  factoriel  complet), a se en auwe, dim de 
facteurs aymt un effet sur 1% Toutefois, par cette 
interactions  entre les facteurs restent  confondues (DE et cou. 1985). 

L'effet des  facteurs est mod6lisC sous forne de  polyn6me @E PdEO et cou., 1985) : 

oh V Y est le gradient  de Y et II  V Y II est la taille du  vecteur V Y. Le calcul est le  suivant : 

Sept facteurs sont 6tudi6s : l'ajout  ou non d'une  solution  min6rale  contenant  du 
potassium,  du d u m  du  magnesium, des phosphates et  des  sulfates,  PCclairage, le debit 
d'air, la temperature,  la st6rilit6 ou non du  substrat,  la  concentration en CaClz et le pH initial. 
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L'humiditt5 initial du  substrat  est  de 68 % environ,  le taux d'inoculation est de 

2.10' spores par gramme PMS. 

Dans les  tableaux 6.5 et 6.6 sont  rassemblées  les  valeurs  codees et  réelles  des  diffdrents 
facteurs testés. 

Experience  No. 

7 

Niveau des facteurs 
F1 F7 F6 F5 F4 F3  F2 
-1 

1 -1 
1 1 -1 -1 -1 -1  1 
-1  1 1  1 -1  -1 

1 1 1 1 1 1  1 
-1 1 -1 -1 1 1 -1 
-1 -1 1 -1 1  -1 1 
1 -1 -1 1 1 -1 -1 
-1 -1 -1 1 -1  1  1 
1 -1 1 -1 -1 

Facteurs Niveaux reels des facteurs 
- 1  + 1  

F1 

494 56 pH F7 
O93 0.1 cal2 2H20 &.I-') F6 
Oui  Non Stkrilitk (Autoclavage) F5 
25 35 Temphture (OC) F4 
70 40 Aeration  (ml.mn" par colonne) F3 

LWllii?Xe ObSCUrit6 Eclairage F2 
Avec sans Solution  Minerale 

6.4.2 - Résultats  expdrimentaux 

Dans le tableau 6.7 sont  r6unies  les  r6ponses mesurks pour les  diff6reates  expériences. 

pH  Cafdine A 29 h Sporulation CO2 forme 
final % m1.d MSI 

1 

0,23  6,70 8 
09% 5,9 1 7 
0,95 5,52 6 
O, 19 684 5 
09% 6,77 4 
0.95 5,63 3 
0,91 5,7 1 2 
0,45  7,18 31 h 505 

>32h 

45.8 <26h 
31,4 >32h 
442 

28 h 4993 
>32h 343 
32 h 389 
303 h 503 

- 

D6caféinatwn de la pulpe de cafk 
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L'effet  relatif lation  que l'on souhaite tardive, sup 
ation de la caGine, sur la p ainsi que sur le pH fmd  de la 

fernentation, que l'on espkre moindre  en w e  &associer cette souche B UR prmtX6 de 
conservation par ensilage,  sont reprhent6s sur la figure 6.8. 

la pr6sence ou non &une solution &6rale contenant du 
sium, des phosphates et des sulfates ainsi  que l'&hirage 

n'ont  pratiquement  aucune  influence sur la d6pdation de la cdkiie, sur la prduction de 
CO2, sur  la  sporulation  et  sur  le pH find. On  note  qu'il  est pdf6rable d'augmenter  la  quantite 
de  chlorure  de  calcium si l'on  souhaite  retarder  la  sporulation  et  favoriser la croissance. Il est 
interessant  d'observer  que le facteur  st6rilit6  n'est pas un facteur  majeur. 

Le facteur  majeur  est  la  temp6rature. Si l'on souhaite  une  degradation de la cd6ine like 
B un bon d6veloppement du champignon, il est  prbferable de travailler B des  temp6ratures 
avoisinantes 25 O C .  Si l'on  souhaite une sporulation  tardive et un pH final  bas,  alors il semble 
souhaitable de travailler  vers 35 OC. En  effet,  lorsque l'on observe les dsultats du  tableau 6.6, 
on remarque alors que pour toutes les ences rbalides B 35 "C (2-3-6-7), il n'y a pas eu 
dêgradation de la  ca.€6ine, le pH final  est  inf6rieur B 6. Les courbes d'6volution  du C6a 
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(Figure 6.7) et les observations  microscopiques  de ces quatre  expériences  montrent  que le 
champignon se developpe  plus  lentement  et  que  pour  trois  d'entre elles aucune  forme  de 
reproduction  n'existe B 32 heures  de  fermentation. 

pH = 5.6 

C a m  
= 0.1 gl' 1 

Non Stkile 

Tempckature 
= 35 OC 

OlJSCUIid 

Sans Solution 
Minhale 

pH = 4.4 

C a m  
= 0.3 gS1 

S W e  

TempQature 
=25 OC 

Ahation 
= 70 dm-' 

Avec Solution 
Minhale . 

-1 
I 

-0.5 O 
8 

1 

Les resultats  obtenus B partir  de ce plan  d'exp6Iience  permettent  d'affiner les conditions 
de  fermentation pour Penicillium V33A25. Elles  sont rassemblks dans le tableau 6.8. 

'Jbbhu 6.8 - Conditions optimales da fermentation pour U33A2S en )rets 

Facteurs 
Indifferent Solution  Minerale 

Valeur 

Indiffbnt Eclairage 
Aeration Entre 40 et 70 ml.mn-I par colonne 

Temp&ature 25 "C 
Sthilid (Autoclavage) Indifferent 
Ca" 2H20 4 3  g.1-I 

pH initial Entre 4,4 et 5.6 
- .. , .- : . 



Parmi 8 souches de champignons  filamenteux  pds6lectionnbes  par ROUS 
mismes  capables de il 94 96 la cd6ine de la 

us  avons d'autre part choisi la represen tesse de production 
orne cm0 le factem le plus app la d6gadation de %a 

cd6ine. En  effet, on peut  visualiser  cette 
de la fermentation  sans  effectuer de p 

nces nous a p e d s  de d6temer 
l'influence des facteurs  essentiels  pour  la d6gdation de la caf6ine de la pulpe de cafe par la 

3A25, sachant que l'on  cherche B obtenir un pourcentage de cafbine 
ant la sporulation de la souche. 

Ea repdsentation graphique de l'effet relatif de W6rents facteurs SUT la sporulation que 
l'on souhaite  tardive, sur %a n de %a cafeine, sur la p ainsi que sur le 
pH find de la  fermentation  que l'om esp6re mindre, en w e  d'associer cette  souche il un 
prsc&l6 de  conservation par ensilage, pernet de choisir les conditions de fermentation  qui 
seront utilisees d s %a suite de ce trav 

: 25 "C 

pH initial : 4,4 

L'ajout ou non  d'une  solution  minkrak  contenant du potassium, du sodium, du 
magnbsium, des phosphates  et  des  sulfates ainsi que  la  st6rilit6 de la  pulpe de cafb sont 
indiffkrents et dbpendront de la finalit6 de 1' nce  mise en caeuvre. 
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7 - FERMENTATIONS SUCCESSIVES 

On appelle a fermentations  successives >>, les  cultures  mixtes  de  microorganismes  qui se 
suivent dans le temps sans subir un arrêt  d6finitif  de  croissance  par  une  intervention  externe 
(tempt?rature,  st6rilisation). 

Phase adrobie Phase anadrobie I 

Fermentations successives 
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Nous avons Ctudi6, dans le  chapitre 5, les  effets  de  l'apport  de  differents  ferments 

lactiques  sur  l'ensilage  de pulpe de  cafe. Au bout d'un mois  de  conservation, on obtient un 
produit  stabilise  dont  le  pH  est  de  4.0  environ  quelque  soit le  ferment utilid, mais  contenant 
toujours  environ 1 % PMS de cafeine. 

Dans le  chapitre 6, nous  avons  st5lectionnC  une  souche  de  champignon  filamenteux 
capable  de  degrader  la  caf6ine  de  la  pulpe  axenique (dCbmss6e par  st6rilisation  de  sa 
microflore endoghe). Il s'agit dun Penicillium (V33A25). Nous avons optimid les 
conditions  de  croissance  de  ce  microorganisme afin d'obtenir  une  degradation  quasi-complete 
de  la cd6ine avant  la  phase  de  sporulation. 

Dans  le  present  chapitre,  nous  travaillerons dans un premier  temps B partir  des  trois  lots 
de  pulpe  de  cafe  ensilee  pendant 1 mois  avec  les  diff6rents  ferments  (Pied de  Cuve ; 
L.plantarum A6 ; Ferment  commercial  DpH4)  obtenus  pr6c&lemment (O 5.2). Ces  trois 
lots  seront utilids comme  substrats pour la  croissance  a6robie  du Penicillium V33A25 afin 
de  les  ddcaféiner  (Figure 7.1). Nous 6tudierons  au  cours  de  ces  fermentations  a6robies, le 
devenir  de  la  microflore  et  l'6volution  des  diff6rents  parametres  physico-chimiques. 

Puis,  la  pulpe dhaf6ink par Penicillium V33A25 sera  de  nouveau ensilk avec ou sans 
'. r6inoculation  du  ferment  lactique utilise lors du premier  ensilage  (Figure 7.1). Nous suivrons 

les  mêmes  param&tres  que  p&&lemment. 

Les exp6riences  ant6rieures  ont Ct6 faites B partir  de  pulpe  de  caf6  non  st6rilis6e. Afin de 
dbterminer  l'influence  de  la  microflore endoghe de la  pulpe  de  caf6 sur le  comportement  des 
populations  microbiennes impodes, nous  travaillerons, dans un dernier  temps, B partir d'un 
lot  de  pulpe  de  cafe  axdnique, dkaf6in6 en aerobiose  par Penicillium V33A25. Ce  produit 
sera  inocul6  d'une  part  par L. plantarum A6 et  d'autre  part  par  le  ferment  commercial  DpH4 
(Figure 7.1 .B). 

7.1 - Dkafbination de la pulpe  ensilée 

Nous rappelons  les  principales  caracteristiques  des  trois  lots  de  pulpe  de  cafe  mexicaine 
A ensilk qui  seront  inocules  par Penicillium V33A25 : 

Ensilage  PC : Ensemencement  par un Pied  de  Cuve (= 7 % PMF  soit 104 cellu1es.g-'  PMS ) ; 

Ensilage A6 : Ensemencement  par L. plantanun A6 ( B  raison  de 108 cellu1es.g-l  PMS) ; 

Ensilage  DpH4 : Ensemencement  par un ferment  commercial  DpH4  compos6s  de  deux 
bacteries  lactiques : L. plantarum et P. aeidilactici plus un complexe  enzymatique  compos6 
de  cellulases. Le taux  d'inoculation  est  celui  prdconid  par  le  fabriquant  soit 105 cellu1es.g-' 
PMS. 

Fermentations successives 



ination  a6mbie de ces trois 1st~ de pu 
.I avec cemines 

7.1.1 - Evolution de la microflore 

t- 

 es bactCries  lactiques se maintiennent a un niveau  constant (lo6 ~ ~ c . g - 1  PMS) au 
cours des fermentations aerobics r6alis6es B partir du lot PC et du lot DpH4 (Figure 7.2 A 
et Cl. Par contre, au cours de la fermentation  dalisCe B partir du lot Ag, les bactCries  lactiques 
diminuent  ap&s 12 heures de fermentation pour retrouver leur taux initial en fm de 
fermentation. 
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Phase 
AnaCrobie 

Phase 
ACrobie 

- f’ 

1 

I l I I I I I 1 I 

O 3  6 9 12 15 18 21 24 27 2 4 4 8 7 2 9 6 1 2 4  

JOURS  HEURES 

O : Bact&ies totales + : Champignons totaux : Levures totales 
O : Bact4ies anahbies CI : Levures ana6robies 

7.2 : EuoCution de la microflore au cows des fermentations acirobceS i.twxuf&s par 
Pe&U&tun U33a25 r é d k k s  à partir de trots lots da p e e  ensicke pur trois 
ferments différents (Pied de cutre ; L. p h t a r u m  A6 : Dp3-M). 
Les microorganismes sont exprimb en Log du nombre par gramme de substrat poids sec. 
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Les champignons  initi e sont nettement  domines 
ulation massive de 

u mm de  ces  trois  fermentations  a6mbies, des observations  au microscope ont 
5 et  de eodler celui-ci  au  suivi en 
ement, l'6volution des  principaux 

parmhtres physico-chimique 

uelque wit le ferment  lactique  utilis 't il n'y .a pas eu dbgradatisn  de  la  eaf6ine au cours 
des mis  ensilages cone la phase ma6robk (Figure 7.3 E). Le taux de la cdbine 

s les trois lots de (Tableau 7.1). Par la suite,  lors  des 
trois fernentations abmbics enseme 

obtenue B des vitesses 

Bans les trois cas de  fermentation  a6mbie  avec Penicillium V33A25 la &$tique  de 
dbgradation  de la cafdine (Figure 7.3 E) est parfaitement con616e aux trois param&res 
suivants : 

- augmentation  du  pH B 7 ( Figure 7.3 B) ; 
- augmentation  du  pourcentage  de perte de poids  en matihre shche (Figure 7.3 A) ; 
- production  maximum  de CO2 par le champignon (Figure 7.4). 

On observe  surtout  que ces param&res sont 6troitement con616s il la  diminution  de 
l'acide  lactique, a la disparition de l'acide  acCtique  du  milieu de c u l m  (Figure 7.3 C et D) et 
au  developpement  du Benici F e m n t a h n s  sl4"es~iws 
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Phase 
aérobie anaérobie 
Phase 

4 b4 b 
t t 

12 T A : Perte de Poids  %PMS I 
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0 9  

I c : Ac. lactique % PMS 

T D :Ac. acdtique % PMS 

.c I 

T- E : Cafdine % PMS I 
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F : Sucres  r&ucteurs totaux %PMS 
II 

O 3  

figurG 7.8 

6 9 12 15  18 21 24 27 24 48 72 9 6 1 2 0  

JOURS HEURES 
O / O Pied de Cuve O 1 L. plantarum A6 O/+DpH4 

: EuoCutCon da la perte &e poids ,  du pH, de C ' a c i . d e  Cacttque, de C ' a c c d e  
ac6tiqtre, &e la caf6ine et &es sucres réducteurs totaux de trois ensUuges 
de pdpe de cafi hocul& par trois ferments Cclctiques diff&mts (Pied de 
cuue ; L. ptbnkrrum A6 ; Dp3€4) pendant 80 jours en d r o b b s e  
puis inoc* par PenkiCCium U33a25 et ferwntis en &obiose. 
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Les courbes  de CO2 obtenues  lors  des  fermentations  des lots PC et A6 présentent  deux 

vitesses  de  production  nettement  &parees  par un pallier  (Figure  7.4 B). SurDpH4, la 
croissance  du  champignon  est  rapide et prknte une  seule  vitesse  de  production  de CO2. 
L'examen  microscopique a permis  de  se  rendre  compte  que  les  premi2res  vitesses  de 
production  de CO2 avec A6 et PC ne  correspondent  pas  au  d6veloppement  du  champignon 
Penicillium V33A25 (Figure  7.4 A). Elles  sont  certainement  dues  au  d6veloppement  des 
bacteries  hetdrotrophes  aerobies  dans  le  cas  de A6 (Figure 7.2 B) et  donc B une  production  de 
biomasse  bacterienne. Dans le  cas  de PC, on  n'observe  pas  devolution  particuli5re  de la 
microflore  (Figure  7.2 A). La premibe  vitesse  de  production  de CO2 serait  donc  due B un 
dkouplage Cnergetique et non B une  production  de  biomasse. 

7.1.3 - Discussion 

Lorsque  l'on  compare  les  courbes  de  production  de CO2 des  trois  fermentations B une 
courbe  temoin  de  croissance  de Penicillium V33A25 sur pulpe  de  caf6  axenique  (Figure  7.4), 
on  remarque  que  le  temps  de  latence  de la fermentation n?alis& sur le  lot  de  pulpe ensilk 
avec  DpH4  est  16ghernent  superieur (13 heures) B celui  de  la  fermentation  temoin (10 heures) 
mais la  production  totale  du COZ est 30 % plus  Clev&.  Par  contre,  les  temps  de  latence  des 
deux  autres  fermentations  sont  beaucoup  plus  longs  (48  heures  pour A6 et 60 heures pour PC 
contre 10 heures  pour la fermentation  t6moin). 

Rappelons  qu'au  cours  de  l'ensilage  inocule  par  DpH4  (Tableau  7.1), il n'y a  pas  eu  de 
production  importante  d'acide  lactique (0,08 % PMS), ni d'acide  acetique (0,05 % PMS). La 
germination,  le  developpement  du Penicillium V33A25 et le  profil  de  degradation  de  la 
cafdine  sont  comparables  avec  les  resultats  obtenus  au 0 6.2 sur une  fermentation  temoin. 

Par contre, dans le cas  des  ensilages  inoculcs  par PC d'une  part, et A6 d'autre  part, il y a, 
en fin d'ensilage,  des quantith d'acide  lactique  significatives (3,35 % PMS pour PC et  2,14 % 
PMS pour A6), et  de  l'acide  acetique  en  quantite  non  negligeable (0,68 % PMS pour PC et 
0,48 % PMS pour A6). On remarque  que  c'est  au  cours  des  premi8res  phases  de  production 
de CO2 que  debute  la  diminution  des  taux  d'acides  lactique  et  acetique. La germination 
du PeniciZlium V33A25 ne  commence  que  lorsque le taux d'acide  lactique pdsent dans  le 
milieu  de  culture  devient  inferieur ii 1 % PMS (Figure 7.3 C) et  que  l'acide  acbtique  disparait 
totalement  (Figure  7.3 D). On  observe  alors  une  augmentation  lente  des  valeurs  du  pH  ainsi 
que le debut  de  la  dkgradation  de  la  cafeine  (Figure 7.3 B et  E). 

L'ensemble  des  observations  pdc6dentes  demontre  clairement  l'effet  inhibiteur  des 
acides  lactique  et  acktique sur la  germination  des spores et  le  developpement  mycelien  du 
Penicillium V33A25. En  particulier,  plus  les  taux  d'acides  lactique  et  acCtique  sont 
importants  dans le mil;ieu de  culture,  plus  le  temps  de  germination  du  champignon  est  long. 
Le ph6nom8ne  d'inhibition  de  la  germination  des  champignons et  des  levures,  dû B la  presence 
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I.UliqUtXlt3lt de deux %QtS 

ulation des substrats d6caf6h$s se 
fera avec le meme  ferment  utilise au cours du  premier  ensilage. 

l&%ement, nous avon 
dant 1 mois puis 

48 hems (5  7.1 ). Cette  fermentation 
champignon en se basant sur la repds 
en  imposant  des  conditions  anabmbies Vigure 7.1 A). Le 
7.5 et la cafXine est complktement digadbe. 

Cependant, dans ce cas, nous avons riinoculi cette  pulpe avec le ferment  commercial 
DpH4  mais en utilisant  une  concentration de cellules 1 fois  sup6rieux-e h celle prkonisk 
par  le  fabricant,  soit un taux de 108 ce%%ules.g-' BMS (F5gure 7.1 A). Ce taux d'ensemen- 
cement est donc  &pivalent B celui  utilis6  pour le ferment L. plantarum Ag. 
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7.2.1 - Evolution  de la microflore 

Avec  ou sans r6inoculation  par L. plantunun A6,  on  observe  une  augmentation 
tr5s rapide  du  nombre  des  bacteries  lactiques  au  cours  des  trois  premiers  jours. 
Cette  population  se  maintient  stable  pendant 5 jours  environ B des  valeurs  importantes (lo9 B 
1Olo UFC.g-'  PMS), puis  commence B diminuer  (Figure  7.5 A et B). On observe  d'autre  part 
une  diminution  significative  du  nombre  des  champignons. La population  de  champignons 
passe  progressivement  de lo8 h 106UFC.g-'  PMS. La population  des  levures  diminue  au 
cours  des  premiers  jours  d'ensilages  correspondant  au  developpement  des  bact6ries  lactiques. 
Les levures  ana6robies  sont  peu  importantes  et  n'evoluent  pratiquement  pas. 

Lorsque  la  pulpe  de  cafe ensilk avec  DpH4  au  taux prkonid par  le  fabriquant 
soit 16 bact6ries.g-'  PMS,  puis dkaf6ink, est  rdensilde  avec  r6inoculation  de  DpH4 B un 
taux  superieur  soit lo8 bact6ries.g-'  PMS  environ,  on  observe  une  augmentation  rapide  du 
nombre  des  bact6ries  lactiques  (Figure  7.5  C).  Apr5s  12  jours  d'ensilage,  la  population  des 
bacteries  lactiques  a diminu6 pour atteindre  l@UFC.g-'PMS  apr5s  21  jours  d'ensilage. 
Comme prMdemment, les  champignons  diminuent  de  mani8re tr5s significative (lo9 B 
16 UFC.g'l  PMS)  d5s les  premiers  jours  d'ensilage. La population  des  levures  reste  stable. 

7.2.2 - Evolution  des  paramhtres  physico-chimiques  au  cours des rbnsilages 

L'bvolution de  la  perte  de  poids,  du  pH,  de  l'acide  lactique,  de  l'acide  acetique,  de  la 
cafkine et des  sucres  r6ducteurs  totaux  lors  du rknsilage de  la  pulpe  dkaf6in6e  avec ou sans 
r6inoculation  est  illustree  sur  la  Figure  7.6. 

La perte  de  poids au  cours  des rknsilages reste  inf6rieure B 5 % PMS  (Figure  7.6 A). 
Elle  est un peu plus  6lev6e  que  celle observk au  cours  des  premiers  ensilages  (2 % PMS). 

Pour  les  trois  ensilages,  la  diminution  du  pH  est  rapide  et se stabilise  di% le 38me jour B 
des  valeurs  avoisinantes 4.0 (Figure  7.6 €3). Cette  diminution  de  pH  est  corr616e B la 
production  rapide  d'acide  lactique. Les concentrations  en  acide  lactique  sont  plus  importantes 
que  celles  obtenues  au  cours  des  premiers  ensilages. Les profils  de  production  d'acide 
acCtique  sont similaires a ceux  de  la  production  d'acide  lactique  mais  en  quantid  plus  faible 
(Figure  7.6  C et D). 

On  remarque  qu'avec ou sans  r6inoculation  par L. pluntanun A6,  les  rbsultats  obtenus 
sont  satisfaisants  et  similaires. La chute  du  pH  est assez rapide  et  les  valeurs se stabilisent  vers 
4.3. On observe une production  d'acide  lactique  plus  importante  qu'au  cours  des  premiers 
ensilages  (environ  4 % PMS).  Cependant,  on  note  une  production  plus  importante  d'acide 
acetique (2 % PMS  lorsque  la  pulpe  dkaf6inCe  est  r6inocul6e  par  A6, 3 % PMS sans 
r6inoculation). 
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antit6 de suaes urs diminue  aux cours des ensilages  des lots 
. Par contre, elle te au cours de l'en 

ferment c o r n m i d  d'un c 
cellulases. 

Les fermentations  successives  ont et6 d a l i s  s sur de la  pulpe  non stgrile il laquelle 
nous  n'avons pas ajoute; d' te minéral  ou  organique. Be ce fait %es populations  microbiennes 

lorer  toutes les sources sibks d'azote naturellement prksentes et 

~ s p ~ n i b l e §  dans le  substrat. des premiers ensilages,  les bxtkries lactiques ont dQ utiliser 
une partie des pro ines et des acides Cs prbsents elans la  p 

cdkine pour  l'utiliser c o m e  mwce d'azote. 
la  @&&ne. Lon de  la fermentation aCrobie, Pen 

, d&s que l'on dhstaure uniquement des conditions anaerobies (Figure 7.5 
microflore  lactique,  qui est reste viable  au cours de la  fermenwtion  aérobie, se developpe 
rapidement  d&s les premiers jours (105 8 1010 u~e.g-1 PMS).  ans le mgme laps de temps, 
la  population de champignons  diminue (IO8 il IO7 UFC.g-' PMS). n peut  supposer que les 
bacteries  lactiques  utilisent pour se developper, l'azote assimil6  par  les  champignons. 
Ce meme phCnom&ne a 6t6 observe au cours des densilages de pulpe dkafeink, inocules par 
L. ~ Z a n r a r ~  A6 ou  par DpX4 (Figure 7.5 B et C). 

Par ailleurs,  la  population  des  bact6ries  lactiques pour se developper et produire de 
l'acide lactique  utilise  les  sucres  reducteurs  présents dans le  milieu c o m e  source de carbone 
et d'dnergie. La diminution  des  sueres observés sur les lots A6 c o n h e  cette hygsth&se. Dans 



7 
I 

2 !  I I I 
I I I I I  I m I I W I 

I I I I I I I I I W I I W I 

10 

rA 

E 8  

2 

10 

2 

I 

- .  
O 6 12  18 24 2 4 9 6 3 6  9 12 15  18 21 

JOURS  HEURES  JOURS 

O : Bact&ies totales + : Champignons totaux : Levures  totales 
O : Bact6ries d r o b i e s  QI : Levures anahbies 

Figure 7.5 : €voCutbn de Ca microfhre lors du r&- de Ca pdpe dkcaf6inr;e 
avec ou sans r&Cnoculation avec L. pkntarum A6 ou I)p3%4. 
Les microorganismes sont exprimb en Log du nombre par gramme de substrat poids sec. 
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le  cas  de  l'ensilage inocule par  DpH4,  ferment  commercial  contenant  des  cellulases,  la 
production  d'acide  lactique  est e s  elevee (7 % PMS). Elle  est lib B une  augmentation  du 
taux  des  sucres  r6ducteurs liMr6s dans le milieu.  Ces  sucres  proviennent  de  l'hydrolyse  des 
polysaccharides  parietaux  sous  l'action  des  enzymes  contenus dans le  ferment.  Cela  confirme 
l'interêt  deja  reconnu  de  l'adjonction d'un complexe  enzymatique B un ferment  lactique 
(VANBELLE et  coll.,  1994). 

Le meme  phenomhne  moins  marque  est  observC  sur  le  lot  A6. Il est  possible  que  lors  de 
la  d&afeination, Penicillium V33A25 a produit  des  enzymes  capables  d'hydrolyser  les 
polysaccharides  de la pulpe  en  sucres  simples.  Cela  permet  d'expliquer  l'augmentation  du  taux 
d'acide  lactique au cours  des  réensilages,  alors  que  ceux-ci sont dalisCs  sans  apport  exogbne 
d'enzymes. 

Enfin,  la  production  d'acide  acetique  est  plus  importante au cours  des  reensilages  et  plus 
particulihrement  pour le  lot densile de  manibre  naturelle.  Cela  peut  presenter un avantage  au 
cours  des  desilages.  L'acide  acetique  est  connu  pour  être un composC  antimyotique (MOON, 
1983).  Sa  prdsence  limitera  pendant un certain  temps  le  d6veloppement  des  champignons  et 
des  levures h l'ouverture  des silos. 

7.3 - Ensilage  de pulpe de aft5 st6rile dhfdin6e 

Afin d'&miner  l'influence  de  la  microflore  endogbne  de  la  pulpe  de  cafe  sur  l'évolution 
des  populations  imposCes  pour  orienter  les  procMCs  d'ensilages et  de  dkafCination,  nous 
avons  utilise  de  la  pulpe  de cafe pdalablement  st6rilis6e.  Cette  pulpe  &rile  a  6t6  d6caf6int?e 
en FMS aerobie  par Penicillium V33A25  selon le  protocole  dt?crit  au 0 3.4.1. 

Ce substrat dkaf6in6 a et6 reparti  en  deux  lots. Le premier  lot  sera  ensile  avec  addition 
d'une  suspension de  bacteries  de L. plantarum A6 B un taux  de lo8 cellu1es.g-' PMS suivant 
le  protocole d M t  au 0 3.4.2. Le second  lot  sera  inocule  selon  le  même  protocole  par le 
ferment  DpH4 B un  taux  de  10'  cellu1es.g-1 PMS (Figure  7.1 B). Au cours des  ensilages,  nous 
avons  determine la microflore  et  analyst5  l'dvolution  des  principaux  param8tres  (humidite,  pH, 
acide  lactique,  acide  acCtique,  sucres raucteurs). 

7.3.1 - Evolution  de  la  microflore 

La figure 7. 7 pr6sente  l'évolution de  la  microflore  totale  au  cours  des  deux  ensilages 
qui  ont  dur6 trois semaines, dalis& B partir  de  pulpe  de caf6 sterile  et  dkaf6in6e. 

Les bactdries  lactiques se sont  d6veloppées e s  rapidement  et  la  population  passe  dans 
les  deux  cas  de lo8 B 1Olo UFC.gl PMS en  trois  jours.  Ap&s  cette  p6riode, le taux  des 
bacteries  lactiques  reste  stable  pendant  trois  semaines (lo9 UFC.g-' PMS) dans  le cas de A6 

Fermentations successives 



%es microorganismes sont exprim& en Log du nombre gar gramme de substrat p i &  sec. 

On  observe  une  diminution  rapide  du  taux  des  champignons de 10' h 1@ UFC.g-I PMS 
au cours des trois  premiers jours. Cette  diminution est corr616e  l'augmentation de  la 
population des bact6ries lactiques  (Figure 7.7). La  population des champignons  reste  stable 
jusqu'h la fin des  ensilages. 
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73.2 - Evolution des param2tres  physico-chimiques 

L'ensemble  des  paramètres  de  la  fermentation  de  dkaf6ination B partir  de  pulpe  sterile 
et  des  deux  ensilages  qui  ont  suivi  sont  pdsentés sur la  figure 7.8. 

La perte  de  matière  sikhe  au  cours  de  la  fermentation  aCrobie  est  significative (7 96). 
Cette  perte  est  plus  faible  (inferieure il 3 % PMS)  au  cours  des  deux  ensilages  qui  ont  suivi 
Figure 7.8 A).  En  absence  d'oxygène  et  d'une  source  d'azote  importante,  l'activit6  fermentaire 
des  microorganismes  est  faible. 

L'6volution  du  pH  est  coherente  avec  ce  que  nous  avons d M t  p&&lemment.  En fin de 
d&afCination, il se situe  au  environ  de 7.0. Après  avoir  ensemence  par  des  ferments  lactiques 
et impos6  des  conditions  de  fermentations  anakrobies, le pH démit trhs rapidement et se 
stabilise A des  valeurs  de 4.0 pour DpH4  et 4.3 pour L. plantarum A6. Ces valeurs  de  pH 
n'kvoluent  pas  après un mois  et  demi  d'ensilage  (Figure 7.8 B). 

En ce  qui  concerne  la  production  d'acides,  les dsultats obtenus  confirment  les 
observations  faites  au  paragraphe prMdent (O 7.2.2). En  particulier, la production  d'acide 
lactique  est e s  importante  avec DpH4 (6% PMS). Elle  est  comClk B une  faible  production 
d'acide  acCtique (1,3 % PMS).  Pour  l'ensilage  realist5  avec  A6,  la  production  d'acide  lactique 
est nettement  plus  faible (3 % PMS)  qu'avec  DpH4.  Par contre,  la  production  d'acide  acCtique 
par A6,  même  si  elle  quantitativement  plus  faible (1,8 % PMS),  elle  est  proportionnellement 
importante  par  rapport B la  production  d'acide  lactique  (Figure 7.8 C). 

La cafdine  est  degradCe B 80 8 au cours de  la  fermentation  abrobie  inocul6e  par 
Penicillium V33A25 (Figure 7.8 D). La fermentation  a t?t6 s t o p e  juste  avant  la  sporulation 
du  champignon.  La  pulpe  de  cafe  a  alors Ctt? ensemenck par  des  ferments  lactiques  et 
fermentde  en  conditions androbie. Le reste  de  la  cafeine  a CtC d6grad6  au  cours  des premihe 
heures  d'ensilage,  laps  de  temps  nCcessaire ii l'instauration  des  conditions  d'anaerobiose. 

Les dsultats des  analyses  des  sucres  rdducteurs  confirment  les  observations  faites 
pr&&lemment.  On  note  une  stabilisation  de  la  quantite  globale des  sucres  rdducteurs  avec A6 
et une  augmentation  de  ceux-ci  lorsque  l'ensilage  est  inocul6  par  DpH4. 

7.3.3 - Discussion 

Les donnees  relatives B l't?volution  de  la  microflore  totale  sont t d s  similaires A celles 
observees  lors  des  densilages  de  pulpe  de  caf6 non  stCrile,  ensilCe, puis dkaf6in6e (O 7.2.1). 
Bien  que  la  microflore  endogène  de  la  pulpe  de cafe soit  importante (O 4.2), celle-ci  ne 
semble  pas  avoir  une  influence  particuli5re sur le  developpement  des  populations 
imposCes  lorsque  l'on  travaille  avec  des  ferments  lactiques ou de  champignons  filamenteux 
A haute  concentration. 
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Les profils  de  productions  d'acides  lactique et acCtique  ainsi  que  l'absence  d'acide 

butyrique  et  d'6thanol  confirment  les  observations  faites  au  paragraphe prk6dent ( O  7.2.2). 
En  effet,  lorsque  DpH4  est utilid comme ferment B un taux  de lo8 cel1ules.g-1 PMS, 
taux  dquivalent B celui  utilise pour L.pZuntum A6,  on  remarque  une  production e s  
importante  d'acide  lactique codl6e B une faible  production  d'acide  acetique.  L'ensilage 
inocule  par  DpH4  oMirait B un  processus  de type homofermentaire. 

Dans le  cas  de  l'ensilage inoculC  par  A6, la  production  d'acide  lactique  est p h  faible 
que  celle  obtenue  avec  DpH4  mais  similaire  aux  productions  pdc&Iemment  Observ6eS Sur 

les  autres  ensilages  inocul6s  par L. pZuntarum A6.  Cette  experience confime la  presence 
d'une  forte  concentration en acide  acetique.  On  serait  donc,  dans le  cas  de  A6, en  presence 
d'un shema  de  fermentation  de type h6t6rofermentaire  facultatif  (DELLAGLIO  et COL,  1994) 
bien  que la souche  soit  connue pour être  une  bacterie  homofermentaire  lorsqu'elle  est  cultivee 
sur un substrat anylac6 (GIRAUD, 1993). Il faut  noter  qu'il n'y a  pas  au  cours  de  cet  ensilage 
de production  d'ethanol ni d'acide  butyrique. Il ne  s'agit  donc  pas  d'une  souche h6t6m- 
fermentaire  stricte. 

Les sucres  r&Iucteurs  diminuent  au  cours  de  l'ensilage  avec  A6  de  la  pulpe  dtkafeinee. 
Au contraire,  ils  s'accumulent  lorsque  l'ensilage  est  inocule  par DpH4.  En  effet,  la  presence 
dans  le  DpH4 d'un complexe  enzymatique  compost5  de  cellulases  permet  d'hydrolyser  les 
sucres  parictaux et de  liMrer  des  sucres  dducteurs au cours de  l'ensilage.  Grâce B l'action  de 
ces  enzymes  la  1iMration  des  sucres  r&Iucteurs et  la  production  d'acide  lactique sont 
importants.  L'ensilage  se  stabilise &s rapidement. 

Des  r6sultats  similaires  ont Ct6 obtenus  concernant  l'ensilage  de  fourrage  par  des 
ferments  additionnes  par  des  enzymes  polysaccharolytiques.  L'emploi  de  ces  enzymes 
permet  d'hydrolyser  les  parois  vCg6tales  et  de  liMrer  dans la masse  du  fourrage  des  sucres 
m6tabolisables  par la microflore  lactique  (VANBELLE  et  coll.,  1994). 
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cultures mixtes qui se suivent  dans le temps en imposant des microflores  exogknes,  nous 
avons  observe  que le facteur le plus imprtant a C d  l'akration des cultures  ainsi  que la qualit6 
des ferments  imposes.  En effet, des conditions  anakrobies  de  fermentation, associbs des 
ferments  lactiques  s6lectionnCs  permettent  d'obtenir  une  conservation par acidification de la 
pulpe de cafb, sans perte importante de matihe sikhe. Dans ces conditions  anabrobies, 
la microflore  hCtbrotrophe  abrobie endoghe de la pulpe de cd6 est restbe viable  aprks 1 mois 
d'ensilage. Bar la  suite,  en  utilisant des conditions  akrobies  et  en  imposant une microflore 
fongique  sdlectionnke, il a Ct6 possible d'obtenir  une dkddination du  substrat h des vitesses 
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différentes  en  fonction  de  la  concentration  des  acides  lactique et acCtique  obtenues  en fin 
d'ensilage. 

En fin de  fermentation  aCrobie,  l'azote  deviendrait le facteur limitant de missance pour 
les  champignons  filamenteux. Malgr6 cela,  les  bactCries  lactiques  qui  sont  restées  viables  au 
cours  de  phase  aCrobie  se  développent  dès  que  l'on  r6instaure  des  conditions  anaCrobies et 
produisent  rapidement  de  fortes  concentrations  d'acide  lactique. I1 est  probable  qu'elles 
utilisent  comme  source  d'azote,  l'azote  issu  de la  lyse du  mycClium  des  champignon  que 
l'on  observe  au  cours  des  ensilages. 

La parfaite et rapide  acidification  des  ensilages, l'konomie réalide voir  l'accumulation 
des  glucides  solubles,  soulignent  tout  l'intérêt  du  contrôle et  de  l'orientation  de  la microflore ZI. 
laquelle il faut  parvenir.  En  effet,  lorsque  le  ferment  lactique  est  additionnb d'un complexe 
enzymatique  permettant  l'hydrolyse  des sucres paribtaux, la production  d'acide  lactique  est 
optimale  et  l'ensemble  des  paramhtres  de  l'ensilage  parfaitement  satisfaisants. 
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8 - CULTURES MMTES : Lactobacillus plantarum A6 ET Penicillium V33A25 

Dans les  chapitres  prkckients,  nous  avons  d6mont.d  le  developpement et la  survie 
des  populations  microbiennes  au  cours de fermentations  successives  d'ensilage et de 
d&afhation. Au cours  de  ce  chapitre,  nous  nous  attacherons B verifier  l'hypothhse  bmise  au 
debut de ce travail : 

'' La possibilite  d'ensemencer  la  pulpe  de  cafe au temps O par un ferment  mixte  compos4 
de  champignons  filamenteux et de  bactdries  lactiques,  capable  de  ddgrader  la  cafdine  et 
de  stabiliser le produit  ferment4  par  ensilage '' 

Afin d'dliminer  l'influence  du  facteur  "microflore endoghe de  la pulpe",  nous 
travaillerons dans ce  dernier  chapitre  avec  de  la  pulpe  de  caf6  sterile.  Nous  utiliserons  la 
souche de Penicillium V33A25 dlectionnee au  cours  du  chapitre 6 pour ses capacites 
degrader la cafeine  en  condition  de  fermentation  aerobie. Parmi les  trois  ferments  lactiques 
que  nous  avons  prkddemment 6tudi6, nous  avons  choisi L. plantarum A6 car il s'agit d'un 
ferment ne contenant  qu'une  seule  souche  de  bacterie  lactique. 

La pulpe  de  caf6  st6rilis&,  est  inocul6e  par  une  suspension  microbienne  mixte 
contenant 2.10' spores  de Penicillium V33A25 et lo8 cellu1es.g-' PMS de L. plantanun A6. 
La  pulpe est d'abord  fermentee  en  aerobiose B 25 OC suivant  le  protocole dkrit au 0 3.4.1. 
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Ftgure 8.2 : EuoCution cf& Ca microfbre au cours &e La d t u r e  mixte 
Les microorganismes  sont  exprimQ en Log du  nombre par gramme de substrat poids sec. 

8.2 - Evolution des parametres  physico-chimiques 

Les resultats  sont  prdsentds sur la  figure 8.3. Ils sont  parfaitement  cohdrents  avec  toutes 
les  observations  que  nous  avons  pu  faire dans les  chapitres  pdc6dents c'est-B-dire : 

- la  perte  en  matikre &Che  (Figure 8.3 A) est  plus  importante  au  cours  de  la  phase  aerobie 
qu'au  cours  de la phase  anaerobie.  Elle  correspond  au  developpement  du  champignon et B la 
production  de COZ. Lors de  l'ensilage,  elle  reste  inferieure B 3 % PMS et  atteste d'une bonne 
conservation  du  mat6riel. 

- le pH  initial  de  la  pulpe  de  la  cafe  reste  stable B 4.2 au cours de  la  phase  de  germination des 
spores  de  champignon. Il augmente  rapidement  ap&s 35 heures  de  fermentation  aerobie.  Cette 
augmentation  est  parfaitement  corrdlde B la  degradation  de  la  cafdine et au  ddveloppement  du 
champignon  responsable  de  cette  d6gradation. Le pH  atteint  en fin de  fermentation  aerobie, 
une  valeur  de 7.0 environ. Il d6croit trks rapidement  d5s  les  premikres 24 heures  de  la  phase 
anaerobie  correspondant B la  mise  en  microsilos. Le pH  se  situe  alors  vers 4.5 et se  stabilisera 
B des  valeurs  avoisinantes 4.2. 
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Afin d'orienter  tout d'abord le prmtW vers la dtkafeination, on  impose des 
conditions de culture  a6robie pur favoriser la croissance du champignon.  Puis, pour 
permettre la conservation  du  produit dkafkink,  on instaure h un moment  prtkis, des 
conditions  d'ana6robiose  pour  stopper  le  developpement des champignons et favoriser  la 
croissance des bactgries lactiques. 

La population des bactkries lactique reste stable  et  viable au cours de  la phase 
a6robie. Les principaux  facteurs tels que la pdsence d'oxyg.$ne,  l'augmentation  du pH, %e 
d6veloppement du champignon dans le milieu de culture ne semblent  gas  avoir d'influence 
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sur  la  survie  de la population  des  bacteries  lactique.  Ces  obsewations sont cohdrentes 
avec  celles  que  nous  avons pu faire pdctklemment  au cours des  fermentations  successives 
( O  7.1.1). Ce qui  confirme  que  les  bacteries  lactiques  sont  des  microorganismes  particu- 
librement resistants. 

La presence  simultanee dans le ferment,  de  bacteries  lactiques  et  de  spores  de 
champignons,  provoque un retard  de  germination  du Penicillium V33A25..  Ce retard de 
germination  par  rapport B une  culture  temoin,  represente  une  dur&  de 6 heures. Il peut 
s'expliquer  par  les leghes mais sensibles  productions  d'acide  lactique  et  d'acide  acetique 
d6tect6es  au  cours  des  premi5res  heures  de  la  fermentation  aerobie  (Figure 8.3 C). 
La  disparition  de  l'acide acCtique se  situe  entre 10 et  21  heures  de  culture ; la  germination 
des  spores  debute  ap&s  14  heures  de  la  phase  aerobie.  Ces  observations confiient 
l'action  inhibitrice  exercCe  par  l'acide  acetique  sur  la  germination  des  champignons 
(MOON, 1983). 

Lorsque le champignon  demane  sa  croissance,  la  production  de COZ est  beaucoup 
plus  elevee  que  celle obsewk sur  une  culture  axenique. La dur&  du  developpement  mycelien 
du  champignon  est  plus  longue.  L'acide  lactique  aurait  une  action  "ralentissante" sur le 
developpement  du  champignon. On observe  egalement  qu'en  presence  de  bacteries  lactiques 
la  phase de sporulation  est  considerablement retard&  (18  heures). De ce  point  de  vue, 
la pdsence de  bacteries  lactiques  est  Mn6fique  au  procU6  de dkafeination, puisque  l'on 
obtient  une  degradation  totale  de  la  caf6ine sans noter  pour  autant,  l'apparition  des  premi8res 
formes  de  reproduction  asexu&  du  champignon.  Ce dsultat va dans le  sens  de  notre 
hypothhe initiale. 

Au moment où la  dkafeination  de la  pulpe de  cafe  a C d  obtenue,  nous  avons impost5 
des  conditions  anaerobies afin de  favoriser  le  processus  d'ensilage.  L'absence  &aeration  a 
immtkliatement dklench6 la  croissance  des  bacteries  lactiques  et  inversement  provoque 
la  diminution  drastique  de  la  population  des  champignons. On peut supposer  que  cette 
diminution  est  directement liCe B l'etat  physiologique  du Penicillium V33A25. A la mise en 
microsilos, celui-ci  se  trouvait sous forme  de  mycelium,  donc sous une  forme  vulnerable  6tant 
donne  que  les  formes  de  resistance  des  champignons  aux  agressions  extt?rieures, sont plutôt 
les  spores.  Cependant,  la  population  de  champignons ne disparaît  pas  totalement.  Elle  se 
maintient A un taux de 104  UF(2.g-l PMS . Il s'agirait  probablement  de  spores  n'ayant  pas 
germks au cours  de  la  phase  agrobie. 

Pendant la phase anaerobic de  cette  culture  mixte,  les  principaux  param8tres  physico- 
chimiques  ont  6voluC  d'une manihe coherente et confment les  r6sultats  pdccklemment 
obtenus.  En  particulier,  l'acidification  rapide  du  milieu  provient  de  la  production  importante 
d'acide  lactique  et  ac6tique  par L. plantarum A6. Le rapport  acide adtique / acide  lactique  est 
proche  de 0,5. Ce  resultat  confirme  que L. plantarum A6 se  comporte  comme  une  bacterie 
lactique  de  type  hCt6rofermentaire  facultative  lorsqu'elle  est  cultiv&  sur un milieu  non 
amylac6 et  pauvre  en  azote. 
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8.4 - Conclusion 

L'utilisation d'un ferment  mixte  compos6 d'un champignon  filamenteux et d'une  bacterie 
lactique  pds6lectionnCs pour inoculer  la  pulpe  de  caf6  axenique,  nous a permis d6valuer  le 
rôle  de  la  microflore  impost%  dans  l'inoculum  mixte  sur  la  dkafbination et la  conservation  par 
ensilage  de  ce  sous-produit  agricole. 

La population  des  bact6ries  lactiques  reste  stable et viable au cows de la phase  aérobie 
qui  correspond la dicafdination. Les principaux  facteurs  tels  que  la pdsence d'oxygbne, 
l'augmentation  du  pH, le d6veloppement  du  champignon dans le milieu de  culture  ne  semblent 
pas  avoir  d'influence  sur  la  survie  des  bactkries  lactique.  Ce  qui  confirme  que  les  bact6ries 
lactiques  sont  des  microorganismes  particulikrement  rksistants. 

La pr6sence  sirnultanCe  dans  le  ferment, de bact6ries  lactiques  et  de  spores  de 
champignons,  provoque un retard de  germination  du Penicillium V33A25. Ce  retard  peut 
s'expliquer  par la pr6sence  d'une  faible  concentration  d'acide  &tique  au  cours  des  premibres 
heures  de  la  fermentation  a6robie. La germination  des  spores  ne  d6bute  qu'aprhs  sa 
disparition.  Ces  observations  confirment  l'action  inhibitrice exerck par  l'acide  ac6tique sur la 
germination  des spores de  champignons (MOON, 1983). 

Au cours  du pm&6 de  dkaf6ination avec des  cultures  mixtes  la  production  de COZ est 
trbs importante,  le  d6veloppement  myc6lien  dure  beaucoup  plus  longtemps. De plus,  en 
pr6sence  de  bact6ries  lactiques  qui  produisent  une  faible  mais  dktectable  quantid  d'acide 
lactique,  la  phase  de  sporulation  de Penicillium V33A25 est  considkrablement  retard& 
(18 heures). De ce  point  de  vue,  la  pr6sence  de  bact6ries  lactiques  est  Mn6fique  au pm&C de 
dkaf6inationY puisque  l'on  obtient  une  d6gradation  totale de la  caf6ine sans noter  pour  autant, 
l'apparition  des  premibres  formes  de  reproduction  asexu6e  du  champignon.  Ce  r6sultat  va 
dans le  sens  de  notre  hypothbse  initiale. 

Pendant  la  phase  ana6robie  de  cette  culture  mixte,  les  principaux  parambtres  physico- 
chimiques  ont  Cvolu6  d'une  manihre  satisfaisante et conf ien t  les  r6sultats  pdc6demment 
obtenus.  En  particulier,  l'acidification  rapide  du  milieu  provient  de  la  production  importante 
d'acide  lactique  et acCtique par L. plantarum A6. Au desilage,  aucun  champignon  ne  s'est 
dCvelopp6. Le produit pdsente une  odeur agrhble, 16ghrement  acide. 

Cultures mixtes 



I 



9 - CONCLUSION  GENERALE 

Au cours  de ce travail,  nous  avons 6tudiC le comportement  de  populations impodes de 
bacteries  lactiques  et  de  champignons  filamenteux associks h la  microflore  naturellement 
presente dans la  pulpe  de  cafe.  L'objectif  etait  la  dkafeination  et  la  conservation  par  ensilage 
de ce sous-produit  humide  de  l'industrie  du  cafe. 

Les cultures  mixtes  de  microorganismes  sont  des  associations  de  populations 
microbiennes destinks B travailler  conjointement  ou  successivement dans un kosysthme bien 
defini  sans se nuire  mutuellement.  Elles  sont  naturellement  présentes dans les  milieux 
environnementaux, m a i s  elles  peuvent  être  artificiellement impo&s comme par exemple 
dans  de  nombreux procU6s agro-alimentaire. Dans le milieu  naturel,  les  populations 
microbiennes se dkveloppent  spontanement  et  participent B la  min6ralisation  de  la  matihre 
organique. La pulpe  de  cafe  est un substrat  agricole,  humide,  riche  en  sucres,  en  proteines, 
en  acides  aminés  et  autres  nutriments.  L'ensemble  de  ces  facteurs  favorise  le  d6veloppement 
de la microflore endogbe B la pulpe  de  cafe  et  pose  le  probl2me  de sa conservation.  Sans 
intervention  exterieure,  ce  sous-produit se dégrade et contamine  l'environnement. La mkthode 
de  l'ensilage,  proced6  de  conservation  ana6robie  par  fermentation  lactique,  serait  une  solution 
pour  stabiliser  la  pulpe  de  caf6.  Cette  technique fait intervenir  des  bacdries  lactiques. 

Les bacdries  lactiques  sont  des  microorganismes  capables  de  produire  de  l'acide 
lactique et interviennent  dans  de  nombreux  proc&6s  agro-alimentaires  dont  la  conservation 
par  acidification  des  produits vCgCtaux. Ces bacdies anaerobies  facultatives  produisent,  soit 
exclusivement  de  l'acide  lactique  (bact6ries  homolactiques  strictes),  soit  de  l'acide  lactique  et 
de  l'acide  acCtique  (bact6ries  h6tkrofermentaires  facultatives),  soit  de  l'acide  lactique,  de 
l'acide  acetique,  de  l'6than01,  de  l'acide  butyrique ou du  COZ (bact6ries  h6terofermentaire 
strictes).  Ce  sont  des  microorganismes  particulihrement  exigeants.  Outre  la  presence  de  sucres 
fermentescibles,  ces  bacdries  ont  Cgalement  besoin  pour se developper  de  certains  acides 
amines,  de  vitamines  et d'oligdl6ments. Les bactéries  lactiques  peuvent  aussi  exercer 
une  activit6  inhibitrice  sur le developpement  de  microorganismes  par  la  production  d'acide 
organique,  de  p6roxyde  d'hydroghne ou de  bact6riocines. 

La pulpe  de  cafe  présente un autre  inconvenient  majeur  lie B sa composition  chimique. 
En  effet,  la  présence  de  substances  ayant un effet  anti-physiologique  telles  que  la  caf6ine  et 
les compos6 phenoliques  pose un probl8me  certain  pour  son  utilisation  en  alimentation 
animale. I1 sera  alors  necessaire  de  la  detoxifier.  Differentes  techniques  de dkafeination sont 
connues. Parmi elles,  nous  avons  utilise  la  degradation  biologique  de  la  caf6ine  par  des 
champignons  filamenteux. 

Les champignons  filamenteux  sont  pour  la  plupart  des  microorganismes  aerobies  stricts, 
acido-tolerants  et  pksentant  une  temp6rature  optimale  de  croissance  comprise  entre 10 et 
35 OC. Ils peuvent  assimiler  une  large  gamme  de  compos&  organiques  carbon6s et azoth 
grâce il leurs  nombreuses  enzymes  extracellulaires,  souvent  inductibles. Ils sont  capables  de 

Conclusion générale 



Dans le premier chapitre de  nos  r&ul 
pnicroflore nawell 
1,12.10* wc.g-% 
traitement  appliqut?  aux cerises de caft?. La population des levures  est dominante dans la  pulpe 

e  6volue &s mpidement. 
aeries lactiques sont 

La micmflore lactique endoghne de  la  pulpe de c 
s deux mois d'ensila 

naturel, le taux  des  b microflore appartient 
principalement  au ge c i l h .  Les resultats  physico-chimiques  en  €in  d'ensilage  sont 
parfaitement  acceptables. Le m6tabolisme f e m e n ~ e  dominant  est  de type h6t6rofermentaire 
facultatif c'est-Mire avec  une  production  d'acide  lactique et d'acide acetique  mais pas d'acide 
butyrique, ni d'6thanol. La perte en matihe &he a 6tt? peu  importante, le pH de la pulpe 
ensil6e est de 3.9. 

Nous avons d'autre part 6tudi6  les effets de l'apport de mis ferments  lactiques 
diff6rents (pied de  cuve ; L. pluntarum A6 ; Ferment  commercial DpH4) sur  l'ensilage de la 
pulpe  de cafe. Les ensilages de pulpe de caf6 sont satisfaisants dans le  cas des inoculations 
par le Pied de  cuve et par L. plmrarm AB. Cependant, l'influence  de  l'inoculation par un 
ferment compos6 d'une seule  souche (L.pZunta A6) est peu  significative par rappa & 

Conclusion g6drde  
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l'ensilage  naturel.  L'intérêt  réside  dans  la  dominance  et  l'homogénéité  de la population 
lactique  imposees  par un fort  taux  d'inoculation  (10s  bact6ries.g-1 PMS).  Par le  pied  de  cuve, 
bien  que le taux  d'inoculation  soit  relativement  faible  (1,5104 bactériesgl PMS), on  introduit 
des  souches  performantes  naturellement  sélectionnees  et  adaptées  au  substrat, ce qui  explique 
la  réussite  de  cet  ensilage. 

Par contre,  l'ensilage  inoculé  par  le  ferment  commercial  DpH4  au  taux  pr6conis6  par  le 
fabriquant (105 bact6ries.g-1 PMS) a  donne  des  résultats  peu  probants  (pas  de  production 
d'acide  lactique  et  faible  developpement  des  bactéries  lactiques). On observe  cependant, un 
effet  positif  de la présence du  complexe  cellulasique dans le  ferment  DpH4  par  l'augmentation 
du  taux  des  sucres dducteurs, substances nkessaires B la  fermentation  lactique. 

C e s  experiences  ont  permis  de  demontrer  qu'il  n'est  pas nkessaire d'additionner  les 
ensilages  de  pulpe  de  cafe  avec  des  sources  exterieures  de  sucres. En effet,  bien  que  le  taux 
initial  de  sucres  directement  fermentescibles  dans  la  pulpe  de  cafe  soit  relativement  faible 
(5 % PMS) par  rapport  au  taux prkonid dans la  litt6rature (12 B 13 %), on observe  une 
conservation  du  taux  de  ces  sucres  au  cours  des  ensilages. La production  d'acide  depend  donc 
de  la  degradation  des  constituants  des  parois  cellulaires  du  substrat, d'où l'intérêt  d'utiliser  des 
ferments  lactiques  associes B des  complexes  enzymatiques. 

Quelque  soit le  type  d'ensilage  r6alis6,  la  cafeine  de  la  pulpe  de  cafe  presente B la 
mise  en silos, n'a  pas et6 degrad&.  Dans  la  mesure où l'on  souhaite  utiliser ce substrat  en 
alimentation  animale, il est nkessaire de  decafeiner  la  pulpe  de  cafe.  Des  chercheurs  de 
l'ORSTOM et  de  la UAM d'htapalapa B Mexico  ont s é l ~ t i 0 ~ 6  huit  souches de  champignons 
filamenteux  capables  de  degrader  la  cafeine.  Aprks un criblage  en FMS de  ces  huit  souches, 
nous  avons  choisi de  continuer  notre  etude  avec PeniciZZim V33A25,  cette  souche  ayant  deja 
fait  l'objet  de  plusieurs  etudes  et  correspondant  aux  critkres  recherches. Ce microorganisme 
degrade  la  cafeine  de  la  pulpe  de cafe B 94 % aprks  30  heures  de  fermentation  a6robie  et  ceci 
avant  de  sporuler. 

Au cours  des  Fermentations  en  Milieu  Solide  sur  pulpe  de cafe, nous  avons  recherche 
un facteur nous permettant  de  suivre la d6gradation  de  la  cafeine et  d'estimer  le  moment  de  la 
sporulation  de PeniciZZim V33A25. La respirometric est un facteur  parfaitement  corr6lC  au 
developpement  du  champignon,  donc B la  d6gradation  de  la  cafeine. On peut  visualiser  cette 
representation  sur un Ccran de  moniteur  tout  au  long  de la fermentation  sans  effectuer  de 
prelkvements  et  donc  sans  perturber  le  milieu. 

La planification  experimentale  nous  a  permis  de  determiner  l'effet  relatif  de  differents 
facteurs  sur  la  sporulation  que  l'on  souhaite  tardive,  sur  la  dégradation  de  la  cafeine, SUT la 
production  de CO2 ainsi  que  sur  le  pH  final  de  la  fermentation  que  l'on  espkre  moindre,  en 
vue  d'associer PeniciZlium V33.425 B un proc&E  de  conservation  par  ensilage. Le facteur 
essentiel  est  la  temperature qui doit se situer  vers 25 OC. Mais le  resultat  principal  de  cette 
experience  est  que la st6rilisation  de  la  pulpe  de  café  est sans influence  sur la degradation  de 
la cafeine. 



- le maintien il un  taux  stable de la ulation de  bact6ries  lactiques au WUTS des 
fermentations a6robies passage  en a&obiose, le 

pH, aucun de ces trois facte 

- les taux d'acide lactique et d'acide acetique pdsents dans le milieu de culture influemcent 
directement la geMation des spores du Benicil 
de la cd6ine. Tout d' la mimflore h$t$romphe a6robie conmme ces 
le champignon s ~ ~ v e l o p ~ e  ensuite loque le x d'acide  lactique 
et que l'acide ac6tique disparait compl5tement. 

- au cows des phases a&obies, %es de poids en mati5re &he sont i 
hes de 12 8 es iI la production 

anismes  a6robies pdsents dans le  milieu de culture. ais elles ne sont gas 
forcement codlees B la production de biomasse. Au cours des  phases ana$robies, les 
pertes en rnati5res shhes sont peu importantes et atteste  d'une bonne conduite des ensilages. 
En effet, ces pertes sont dues en grande partie iI l'activit6 fermentaire des  bactkries et 
peuvent varier consid6rablement en fonction des souches impliqu S. Elles peuvent 
atteindre 22 8 avec Enrerobscter (@OUET, 19941, alors qu'elles sont dduites au 
minimum  avec Lactobacillm ~ l ~ n ~ ~ r ~  (1,l B 2,9 % selon le fourrage). 

- en fin de fermentation aerobic, I' te serait devenu le facteur limitant. 

les  bacgries lactiques  qui sont restees viables  au corn des phases aerobics, se developpent 
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di% que l'on  r6instaure  des  conditions  anaerobies  et  produisent  rapidement  de  fortes 
concentrations  d'acide  lactique. Il est  probable  qu'elles  utilisent  comme  source  d'azote,  l'azote 
issu de la lyse  du  mycelium  des  champignons  que  l'on  observe  au  cours  des  ensilages. 

- lorsque  le  ferment  commercial  DpH4  est utilid B un taux de lo8 cellules.g-' PMS, 
taux huivalent B celui  utilise  pour L.plantarum A6, on  remarque  une  production e s  
importante  d'acide  lactique  corré1Ce B une  faible  production  d'acide  ac6tique.  L'ensilage 
inocule  par  DpH4  ob6irait B un processus  de  type  homofermentaire.  Par  contre,  la  production 
d'acide  acetique  est  importante  au  cours  des  ensilages inocul6s par L. plantarum A6. Le 
rapport  acide  acetique sur acide  lactique  est  de 0,5 environ. Le ferment L. plantarum A6 se 
comporterait sur un substrat  non  amylack  comme  une  bact6rie  de type hMrofementaire 
facultative (pas de  production  d'acide  butyrique, ni d'6thanol). 

- le taux  des  sucres  rMucteurs  augmente  lorsque  l'ensilage  est  inocul6  par  DpH4.  En  effet,  la 
presence dans ce  ferment d'un complexe  enzymatique  compos6 de  cellulases  permet 
d'hydrolyser  les sucres paridtaux  et  de  liMrer  des  sucres  réducteurs  au  cours  de  l'ensilage. 
Grâce B l'action  de  ces  enzymes,  la liMration des  sucres  rMucteurs  et la production  d'acide 
lactique  sont  importants.  L'ensilage  se  stabilise &s rapidement. 

- Penicillium V33A25 produit  vraisemblablement  au  cours  de sa croissance  des  enzymes 
capables  d'hydrolyser  les  polysaccharides  de  la  pulpe  de  cafe  en  sucres  simples. En effet, 
pour  les  ensilages r6alids sans  apport  exoghne  d'enzymes,  la  production  d'acide  lactique 
est  plus  importante  lorsque  ceux-ci  sont  effectu6s sur de  la  pulpe  de caft? decaf6in6 
par Penicillium V33A25. Elle  est  moindre  lorsque  le  substrat  est  de  la  pulpe  de  cafe  non 
dkaf6i.de. Ces  productions  d'acide  lactique  sont l i h s  B des  concentrations  en sucres 

r6ducteurs  plus  importantes. 

Des  experiences r6alides B partir  de  pulpe  st6rilisee  ont  permis de  confirmer  que  bien 
que  la  microflore  endog5ne  de  la  pulpe  de  cafe  soit  importante,  celle-ci  ne  semble  pas  avoir 
une  influence  particulihre sur le  developpement  des  populations  impos&s  lorsque  l'on 
travaille  avec  des  ferments  lactiques ou de champignons  filamenteux B haute  concentration. 

Lorsque  l'on  impose  des  microflores exoghes sur de  la  pulpe de caf6  non  sterile  avec 
l'objectif  d'obtenir un produit  decafein6 et stabilist?,  le  facteur le  plus  important  est  l'aeration 
des  cultures  ainsi  que  la qualids des  ferments  imposCs. La faible  perte  en  mati5re skhe due B 
la  presence  dans  les  ferments  de L. plantarum ainsi  que  la  parfaite  et  rapide  acidification  des 
ensilages,  1"conomie  dalisCe  voire  l'accumulation  des  glucides  solubles,  soulignent  tout 
l'interêt  du  contrôle  et  de  l'orientation  de  la  microflore B laquelle il faut  parvenir  en  conditions 
anabrobies.  Lorsque  l'on  impose  des  conditions  aerobies et un ferment  fongique  adapte, on 
obtient  une  decafkination  du  substrat B des  vitesses  differentes  en  fonction  de  la  concentration 
des  acides  lactiques  et adtique presentes  dans  le  milieu  de  culture. 

Conclusion gkdrale 



dans le ferment, de bact6ries lactiques et de spores de 
ch 
d'une faible concentration  d'acide  ac6oique  au coups des pnmii$res heures de  la  fermentation 
aerobiie explique  ce  de germhation. En effet, les spores ne germent  qu'après la 
disparition de cet 

tes, %a production de C 
plus longtemps, la phase  de  sporulation 

hemes). O r 9  les bacteries lactiqu 
phase aerobic une faible  mais d6tstable quantite  d'acide  lactique. 

Leur pr6sence est donc  Mn6fique  au prw de d6cd6ination9 puisque l'on obtient  une 
ation totale de la cdkine sans noter porn autant, I'appxition des premibes formes de 
ction aexu6e du  champignon. Ce sultat  va dms le sens de notre hygsthkse initiale. 

En conclusion, ce travail nous a p e d s  de demontrer qu'il est possible  ii'inwuler la 
pulpe de cd6 naturelle avec un ferment mixte compd de bact6ries lactiques et de 
champignons  filamenteux s6lectionnt5s. On obtient par 
ensilage sa stabilisation par acidification. 

Quelques  analyses  pr6liminaires r6alisCes en WLC nous permettent de penser  qu'au 
cours de l'ensilage, la majeure  partie  des compods phCnoliques de la pulpe de caf6 est 
d6grwXe. Une  des  poursuites de ce travail  sera la conbation de  cette hypothhese par 
l'analyse  de ces composCs et  la  d6termination de leur  taux dans un produit Fanal  dkcaf6in6 
et consem5 par ensilage. 

Conclusist3 gkdrale 



Un autre  volet  de  recherche  pourrait  être  de  definir  les  enzymes  produites  par  les 
champignons  (decafeinases,  pectinases,  cellulases, ...) et  orienter la sClection des  souches  en 
prenant  en  compte  l'activit6  de  ces  enzymes. 

Le stockage  en  l'Ctat frais de la pulpe  d6caf6ink  permettrait  de resoudre outre  le 
probleme  de  toxicite  de  ce  substrat,  le  probl8me  occasionnt5  par  la  nature saisonnihre de  la 
production  de ce r6sidu  agricole. Nous envisageons  donc  la  poursuite  de  ce  travail  en  utilisant 
comme  substrat  de  la  pulpe  de caft5 fraîche.  Si  l'ensemble  de  nos  hypotheses  se  vdrifiait, 
il sera alors possible  d'envisager  d'effectuer  des  tests  nutritionnels  partir de  ce sous produit 
d6toxiquC et  ensile. 
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ANNEXE 1 

COMPOSITION  DES MILIEUX DE  CULTURE 

Milieu  Plate  Count  Agar  (PCA) : Produit  Difco  (Ref : 0479-01-1).  23,5  g.1-l ; Chauffer B 
6bullition pour dissoudre ; pH final 7,O 

Milieu  Potatoes  Dextrose  Agar  (PDA) : Produit  Difco  (Ref : oo00-00-0). 39 g l l  + 
l'antibiotique  (Chloramph6nicol : 0,25 g.1-l) ; Chauffer ik 6bulition pour dissoudre ; pH 
final 5,6. 

Milieu  Sabouraud  Dextrose  Agar  (SAB) : Produit  Difco  (Ref : 0109-17-1). 65 g.1-1 + 
l'antibiotique  (Chloramphhicol : 0,25 g.1-l) ; Chauffer B dbulition pour dissoudre ; pH 
final 5,6. 

Milieu  Lactobacilli MRS (MRS) : Produit  Difco  (Ref : 0881-01-3). 55 g.1-l + 15 g d'agar ; 
Chauffer B 6bulition pour dissoudre ; pH final 6,5 

Milieu g 6 l d  B base  d'Amidon : Amidon : 2 g.1-l ; Ur& : 0,05 g.1-l; (NH4)2 SO4 : 0,15 g.1-l; 
Aga : 15 g.1-1 ; H3po4 0,lM pour rectifier  le  pH  et  l'on  ajoute  l'antibiotique  si nhessaire 
(Chloramph6nicol: 0,25 g.1-l). 

Milieu  de  MANDELS  et WEBER (1969) : (NH4)2 SO4 : 1,4 g.1-l ; KH2PO4 : 2,O g.1-1 ; 
Ur& : 0,3 g.1-1 ; CaClz : 0,3 g.1-l ; Mg SO4 : 0,3 g.1-l ; Carboxyl  M6thyl  Cellulose : 2,O g.1-l ; 
Tween 80 : 1 ml.1-1 ; Extrait  de  levure : 0,25 g.1-1 ; Peptone : 0,s g.1-1 ; FeSO4 7H20 : 5 mg.1-l; 
MnSO4 7H20 : 1,56 mg.1-1 ; ZnSO4 7H20 : 1,40 mg.1-1 ; cc" : 2 mg.1-1 ; Agar : 15 g.1-l. 
On ajuste  le pH  et on ajoute  l'antibiotique  si nkessaire (ChloramphCnicol : 0,25 g.1-l). 
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ANNEXE 2 

FICHES  DESCRIPTnTES 

DES  SOUCHES  DE  CHAMPIGNONS  FILAMENTEUX 

CULTIVEES SUR PDA  A 25 "C 

Annexe 2 



Code  utilise pour la souche : V26A25 
Origine et provenance de la souche : Mexico,  UAM, Isolat de caf6, 

purif'i6.  Souche  prblevee dans la 
region de VERACRUZ et isolee 
par S.ROUSSOS. 

Int6rêts : Production de pectinases et 
degradation de la caféine - : m e  initial blanc, puis apparition d'une couleur  vert  bleu. 

Couleur  des  conidies : Vert-bleu. 
F%gnen& : Non 
Exsudat : Non 
Couleur  sous  la  colonie : Orange fond 

Aspect poudreux. Anneau orange  en  p6ripMrie de la 
colonie,  puis anneau blanc. 

uect  mcroscqplgble du mvc- :Lisse, sept& bran", vide, hyalin avec parfois quelques 

uect  mcroscoulgye  des  conidies : Grosses,  globuleuses, hyalines, lisses. 
vacuoles. 

Asuect  microscopique  des  conidiophores :Longues ramifications se terminant par des &cilles. 

Forme  des  Dineeaux 
Observations 

Lisses, longs,hyaIins. 
: Nombreux, verticillb. 
: Cultivtk sur PDA, 25 T 

Penicillium sp. V33A25 
Code  utilis6 pour la souche : V33A25 

Origine et provenance  de la souche : Mexico,  UAM, Isolat de caf6, 
purifi&.  Souche  prblevde dans la 
region de VERACRUZ et isol6e 
par S.ROUSSOS. 

Interêts : Production de pectinases et 
degradation de la cafeine 

lhsdubm : Plusieurs petites colonies de 3 cm de diam&. Thalles 
initial blanc, recouvert d'une muleur vert bronze. Aspect 
poudreux.  Anneau orange en pt!riph&ie. 
: Vert 
: Non 

Couleur  des  conidles 
Pimnents 
Exsudat 
Couleur  sous  la  colonie : Orange  clair 

. .  

Dect rmcmcomaue du  mvcClium : Assez gros, vacuole, sep&, bran", lisse. 
nect m c r o s c o u ~  : Globuleuses, lisses, de taille et de forme uniformes, vert 

Asuect  microscopique des conidiouhores : Assez larges, lisses, sep&, comportant de nombreuses 

Forme  des  pinceaux : Bi ou trivert". 
Observahons : Cultiv& sur PDA, 25 T 

. .  
pMe. 

ramifications termindes par des phicilles. 
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: %%Sn 
: Non 

Be 
vent 

: Vert olive. 
: Non 
: Non 
: Incolore tri% I6gbement  jaune vert 
: Sepd, verruqueux, vacuo16 
: Trh grosses, globuleuses, lisses, marron, &re au centre. 
: Lisses en g6&al, peu larges, longs. 

ks, veSicules globuleuses ou subglobuleuses. Ti9e.s 
avec une rang& de phiatides assez grosses en 

fame de quilles. 
: Cultivh sur PDA, 25 "C 



Aspergillus sp. C17B25 
Code utilise pour  la souche : C16A25 

Origine  et provenance de la souche : Mexico,  UAM, Isolat de café, 
purifie- Souche  prelevée dans la 
rCgion de CHIAPAS et isolée par 
S.ROUSSOS. 

Interêts : Production de pectinases et 
dbgradation de  la cafeine 

Couleur des conidies 
l2kzw.m 
Exsudat 
Couleur sous la colonie 
AsDect  microscoDiaue du mvcClium 

. .  ect m c o p l a u e  des c e  

AAspect microscopiaue  des  conidioDhores 
Forme des  têtes conidienna 

Observahons 

: Myc6lium  blanc B peine visible,  recouvert de &es 
conidiennes &rienna de 2 B 3 mm de haut. Les btes sont 
bien grosses, rondes,  brunes. s@arh les ul~es des autres. 
: Brun. 
: Non 
: Non 
: Blanc Bjaune pale 
: Assez large,  bruns, lisses, hyalins, sep&, avec quelques 
branchements. 
: De fqon g h W ,  globuleuses,  marron  clair, lisses B tr&s 
Egkment  crhelh.  
: Longs,  large,  verruqueux. 
: Radih, bi&h.  V&” globuleuses. Les conidies 
SUT la @te apparaissent  jaune &re. 
: Cultiv& sur PDA, 25 “C 

~~ 

Aspergillus sp. CllB25 
Code  utilise pour  la souche : CllB25 

Origine  et provenance  de la souche : Mexico,  UAM, Isolat  de café, 
purifié.  Souche  prelevée dans la 
region  de  CHIAPAS et isolée par 
S.ROUSSOS. 

Intbrêts : Production de pectinases et 
dbgradation de  la cafeine 

Couleur  des c e  
Pirrments 
Exsudat 

Amect  microscoDiaue  du  mvcClium 
uect -e des c e  

. .  

ouleur  sous  la  colonie 
. .  

ect  microscopique  des  conidiophores 
Forme  des  têtes  conidiennes 

Observations 

:Thalle initial blanc,  duveteux, ras. Mycelium  recouvert 
rapidement de btes conidiennes  vertes tds  fondes. 
Aspect poudreux, ras, vert bouteille B noir. 
: Vert trks fond, B tendance noir. 
: Non 
: Non 
: Beigevert 
: Fin, brun, seph$, branch& 
: Assez petites, globuleuses dans l’ensemble, parfois ellip 
tiques, elles  sont de couleur vert-clair, hyalines. Certaines 
plus grosses sont  brunes  au centre. 
: Peu  larges et longs,  hyalins, lisses. 
:Structure assez petites, @tes B tendance  cylindriques, 
apparament  UniskieeS. Une rang& de phialides sur 
lesquelles  restent( accrochks les  conidies en longs 
faisceaux  bien droits. VeSicule. 
: Cultiv& sur PDA, 25 OC 
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Forme des tetes conidiennes 

: Nm 
: Non 
: Blanc, tri% 16gkment jaune 
: Septd, vacuol6, brun. 
:Lisses il 16gbernent dml&s, globuleuses ou parfois 
ovorde. Certaines apparaissent b l a h  d'autres marrons 
avec de petites  granulations. 
: Longs, larges, hyalins, lisses ou parfois t d s  UgErement 
verruqueux. 
:Grosses, mdih ,  bidri6es. V&icules globuleuses. 



ANNEXE3 

EXEMPLE DE FICHE TECHNIQUE  DE  LA  MISE EN CEXJVRE D'UNE FMS AEROBE 

SUPPORT /SUBSTRAT : PULPE  DE  CAFE  SOUCHE : V33A25 
BUT : DEGRADATION  DE  LA  CAFEINE 

Preparation Substrat : 
Pulpe de Cafe Mexicaine  (A) Wh& au  soleil.  Humiditd : 8,12 96 
Broyage-  Tamisage O$ mm< c2mm 
Preparation Inoculum : 
- Rdpartition du milieu CMS dans des alens de 250  ml B raison de 
40 ml par exlen. Autoclavage 15 mn B 120 OC. - Autoclavage d'eau wen&. - Ensemencement dans la masse avec 1 3  ml d'une solution de spore 
pdpark h partir d'un pilulier  (Pilulier sur g6lo.w caf6 + 4 ml d'eau 
meM& s%.4ile) 
-EtuveB25Tpendant4B5jwrs 

Preparation de la solution de spores : 
- Autoclavage d'eau wen& + bille + barreau aimantd + 6prouvette + 
erlen 250 ml 
-ErlensporuM+50ou100mld'eau~etwe~+bille+barreau - Comptage  cellule de hlalassez 
- ~ n o ~ u l ~ m  : 2.107  spores.g-lpMs 

Moy I Ce1  /ml I Dilution1 CeUml I Vol(m1) I CeUerlen I 

V d  inoculum bd inoculum  Quantite d'eau Quantite  de  spore 
mal souhalt6 a prendre P ajouter necessaire 

231 69 162 4,13E+09 

Nombre Colonne 

( Sol minerale + sol - hum p u b )  
Sol Spore 2 10.7 spores/g poids sec 4,16E+09 4.13E+09 
Volume  solution min6rale (ml) 190 190 

I 

Preparation des colonnes : - F%$amticm & la  solution  min6rale : 

-Autoclavage des colonnes pr6- + 
hipient de &lange + spatule + pince - Autoclavage de la pulpe de cafe - La solution de spores est ajusttk B pH 4.4 
-Mdlange de la pulpe  autoclavck  avec la 
solution de spores 
-Remplissage des colonnes sur la balance 
avecenviron8Og&mat6riel.Noterle 
poids @is de ma&iel. 
-Faireunpoidssecsurlema&ielrestant - Stockage du reste du mat6riel comme TO 
au congc%xu 

Caracteristiques de la fermentation : 
Humidit4 1.68% 
Temperature 25 OC 
Aeration 4 litres heure / 66 ml 

par minute 
Poids par colonne 80 grammes 
Inoculation : IO spores .g*l PMS 

Planning de la Fermentation 
To Mardi 18 h 45 

Col Miseenroute 
13 Mardi 18 h45 
17 Mardi18h45 
18 Mardi 18h45 
11 Mardi22h 
12  Mardi22 h 
14  Mardi 18h45 
19 Mardi 18 h 45 

Mercredi  14  h  45 20 h 
Mercredi  19  h  45  25 h 
Mercredi24 h 45  30 h 

Jeudi  16  h  42 h 
Jeudi  19 h 45  45 h 
Jeudi 19 h 45 45 h 

Lancement  du  programme  d'acquisition CPG : 
Mardi 21 h ler injection (300) ; 22 h 25 (600) 

Colonne Temps 
de. latence 
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ANNEXE5 

EXEMPLE DE FICHE TECHNIQUE DE  LA MISE  EN (EUVRE 
D'UN  ENSILAGE  DE  PULPE  DE  CAFE 

SUBSTRAT : PULPE DE  CAFE  ENSILAGE  INOCULUE  AVEC  LACTOBACILLUS A6 

BUT : STABILISER ET CONSERVER 

Calcul  humiditd de la pulpe : 

Poids sec 112921 

Preparation de l'inoculum 
Mise en culture 24 heure auparavant dans du milieu MRS liquide 
de la souche A6 
Dilution PU l/2Oeme, lecture P 540 nm contre de l'eau 
DO = 0,348 
Correlation Giraud donne 1 unit4 DO = 44 lo' bactdrieslml 
=3 0,348 x 20 = 696 x 44 = 306,24 ===> 3,06 lo9 bact4ries I ml 
On a besoin de 1,44 + 0,512 = 195 10" ba&ries  donc de 
195 / 0,0306 soit 63,7 ml d'inoculum 
On centrifuge  donc 65 ml  d'inoculum que l'on reprend dans 
65 ml  d'eau  physiologique  sterile  et  que  l'on rajoute P l'eau qui va 
permettre de rehumidifier la pulpe 

Preparation des Pots : - Rehydrater la pulpe  avec la solution de spores dilude: 
pulpe 803 g + 285 = 1088 g 
eau sterile : 515 + 1447 = 1962 - 65 ml  inoculum = 1900 ml 
inoculum 65 ml - Rempli des pots en tassant la pulpe  pour  diminuer la quantitd 
d'air.  Fermer.  Determiner le poids  initial de pulpe - Faire un poids sec sur 10 g  environ - Preparer le pH, 10 g plus 20 ml ED., observation  microscope, 
centrifugation, fdtration, HPLC - 5 g dans 45 ml ED., ultraturrax, dilutions,  microflore sur PCA, 
PDA, SAB, MRS - Stockage du reste du materiel comme TO au congelateur  (frais I 
lyo),  polyphenols 

Caracteristiques de la fermentation : 
Humiditd -70 96 
Temperature 30 OC P I'etuve 

Poids par Pots 15ogou4og 

Inoculation  Bact 10 '. g-*  PMS 
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La chromatographie  en  phase  gazeuse  permet  de  &parer  les  dXf6rents  constituants d'un 
mblange pour les  analyser  qualitativement  et  quantitativement. 
Les conditions chmatographiques sont les  suivantes : 
- colonne d'acier 80 em x l/S garnie de chromosorb 6, HP-AW-HMDS traite, 160-1 
impdgnts  de 2 Carbowax 20 M : temp6rature de la  colonne 220 'C : injection  directe sur la 
colonne. 
- Gaz  vecteur  Helium 30 rd. 
- Detecteur 1 ionisation  de  flamme  sensible B l'azote 35 ml. mn-l H2, 230 ml. mn-l d'air ; 

tempbrame du  d6teeteur 2 
- 'sernp6ratt-m  de  l'injecteur 



E - CALCUL 

% CdCine = A x   C x  Ex 100 
BxD 

où : 
A : surface  du  pic de caf6ine  de  I'khantillon 
B : surface  du  pic  de hminoquinoline de  Echantillon 
C : poids  de  5-aminoquinoline  ajout& & l'khantillon en  mg 
D : poids  de l'khantillon en  mg 
E : Facteur  de  correction standart 

E = Facteur  de  correction  standart = m- de cafhe  / solmon $talon x F 
mg  5-aminoquinoline / solution  Ctalon x G 

où : 
F : surface  du  pic  de  5-aminoquinoline  de  la  solution  Ctalon 
G : s u r f a  du pic ce  cafCine de  la  solution  etalon 

La concentration  infCrieur  encore  dosable  est 0,005 96 par  rapport au  cafC. La limite  de 
sensibilitt?  est 0,5 mg de  cafiine. La sensibilitt?  du ditecteur il azote est 9.10-l2 A s.ng-' cafiine. 
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ANNEXE 7 

PROTOCOLE  D'EXTRACTION  DES  COMPOSES  PHENOLIQUES 

PREPARATION  DES  ECHANTILLONS 

1 - L'khantillon lyophilisC  est  rMuit  en  poudre  avec un broyeur B bille. 
On  p2se 10 g que  l'on  met dans une fiole  jaugee  de 100 ml. 
On  ajuste B 100 ml avec  du  m6thanol70 Q (poids / poids) 
(Le m6thanol dissous les phCnols, les  sucres, la cafeine,  les  amino-acides, ...) 
On agite B l'obscuritc?  (papier du) toute  la  nuit. 

2 - Filtration  sur fritte (si la solution  obtenue  n'est  pas  trop  gellatineuse)  dans un ballon. 
Rincer la  fiole  avec du  methanol. 

3 - Evaporation  du  methanol  au  rotovapor (15 - 20 min) Temperature  max : 40 - 45 OC 
On obtient un concent& (= 20 ml) 

4 - On verse le concentre dans une  Bprouvette -----> 22 ml 
On  ajoute  du sulfate d'ammonium (NH4)2so4 B 40 % 22 ml 
(On  obtient  donc une solution  de  sulfate  d'ammonium B 20 96) -----> 44 ml 
On  ajoute 800 pl d'acide  phosphorique B 85 96 -----> 45 ml 

5 - Lavage  Bther de  petrole 
On verse  les 45 ml dans une  ampoule B decanter 
On ajoute 45 ml d'Bther de petrole  pour  dCpigmenter 
(Les pigments  inte&rent dans le  dosage final) 
On realise ce lavage 3 fois 
On rkup2re la  phase  aqueuse et on  conserve B part les  phases  Cher 

6 - Lavage  chloroforme 
On  reprend  les 45 ml de  la  phase  aqueuse dans l'ampoule B dtkanter 
On ajoute 45 ml de chloroforme  pour  enlever  principalement  la  cafkine  mais  aussi  les cires 
non  solubles dans l'6ther de petrole 
On  r6alise ce  lavage 3 fois 
On rkufire la  phase  aqueuse  et  on  conserve B part les  phases  chloroforme 
Pour  doser  la  cafeine  on  Bvapore  au  rotovapor  jusqu'au  residu  sec  la  phase  chloroforme et on 
reprend ce residu dans 5 ml avec  du  methanol  70 %. Injection B 1'HPLC. 

7 - On  enl2ve les  traces de solvant  au  rotovapor.  Tempbrature  max 40 - 45 OC 

8 - Extraction B l'acetate d'ethyle 
Dans l'ampoule B dCcanter  rincde B l'eau  on  met : - 45 ml &acetate  d'Cthyle 

(Attention B l'agitation.  Faire  doucement  pour  Bviter  l'emulsion) 
On rbup2re I'acCtate  d'Chyle  (phase  superieure) dans un erlen  de 500 ml 
On rbalise  l'extraction 4 fois en  rinçant  bien  le  flacon B chaque  fois  avec  de  l'ac6tate d'Cthyle 

9 - On  &he le rbsidu  d'eau dans l'erlen  contenant  l'acctate  d'ethyle  avec  deux  spatules de 
sulfate  de sodium anhydre  (plus  une  troisi2me  spatule  de  s&uritt5) 

- les 45 ml de la phase  aqueuse 

10 - On filtre  sur  papier  filtre et on rbup2re le  filtrat  dans un ballon. 
On rince  l'erlen et le sulfate  de sodium cristallis6  avec  de  l'acctate  d'Cthyle. 

11 - Evaporation de l'ac6tate d'Chyle  au  rotovapor.  Temperature  max 40 OC 
(A surveiller  de  Pr&,  risque e d'explosion B) 
On evapore  jusqu'au  residu  sec. 
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X grammes  de  poudre  lyophiliske 

Agitational'obscurit6 
toute  la  nuit ~ qsp 100 ml MeOH - H20 (70/30) 

J/ 
Filtration sur f r i t t B  n 2  

(rinçage du f r i t t B  au  MeOH) 

I Concentration  (Rotovapor) 
8 max 40 - 45T 

20 ml d'extrait  aqueux 

+ 20 ml (NH4)2S04 2 40% 
+ 800pl H3P04 

ExtractionV/Vparl'Btherdep&role 
(3 fois) 

Phase Bther de gtrole 
+ pigments 

Phase aqueuse  dBpigmende 

ExtractionV/Vparlechloroforme 
(3 fois) 

Phasachloroforme 
+caf6ine  Elimination  traces de solvant  au  rotovapor 

ExaactionV/Vparl'acBtated'~thyl 
(4 fois) 

Phase  aqueuse 

Phase  organique 
Skhage Na2 SO4 

Evaporation(Rotovap0r) 
8 max 40 - 45T 

R6sidu  sec 

I 
Extraitfinal 

Reprise par 10 ml de MeOH 
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