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RESUMEN SPANOL, p. 126 

Identification and growth of some spoilage yeasts in tropical fruit 
juices and nectars. 
Abstract - Introduction . Yeasts are often responsible for spoilage of fruit juices and 
nectars cluring sto rage and distribution. A stucly was ca rriecl out in orcler to iclentify and 
study microorganisms implicatecl in the processing of the tropical fruits the most often 
used in the Cameroon inclustry and to stucly the ir growth in juices and nectars storecl 
unde r appropriate temperatures. Materials and methods. Samples of fe rmented fruit 
juices and nectars observed during storage were used in o rcler to isolate and identify the 
responsible yeasts. Growth of yeasts in beverages was estimated by turbiclimet1y (optical 
density at 630 nm) unde r different sto rage temperatures after inoculation of centrifugecl 
commercial pineapple juice (pH 3.95), guava necta r (pH 3.1 5) and passion fruit nectar 
(pH 3.03). Results. Spoilage yeasts isolated from these beverages were identified as 
Candida pelliculosa, Candida holmii and Kloeckera apis. Their growth was more impor
tant in pineapple juice and passion-fruit necta r containing high leve l o f ferm e nted 
sugars, than in guava nectar. In the beverages at 25 and 32 °C, C. pelliculosa and C. 
holmii showed the highest growth rates compared to K. apis. Discussion and conclu
sion. Both microbio log ical and o rga no leptic quali ties were altered w ith presence and 
growth of these microorganisms in fruit juices and nectars, making them unsuitable fo r 
consumption. The best way to guarantee the marke te cl fruit nectar and juice qua lity 
would be an effective pasteurisation combined w ith a strictly aseptic packaging which 
would limit the product recontaminating risk. (© Elsevier, Paris.) 
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Identification et croissance de certaines levures d'altération dans 
les jus et nectars de fruits tropicaux. 
Résumé - Introduction. Les levures sont généralement responsables de l'alté ra tio n 
des jus et nectars de fruits au cours de leur stockage et de leur commercialisation. Une 
étude a été entreprise pour identifier les microorganismes mis en ca use clans la transfor
mation des fruits tropica ux les plus fréquemment traités au Cameroun et pour é tudier 
leur croissance dans les jus ou nectars stockés à des températures déterminées. Matériel 
et méthodes. Des échantillons de jus et nectars de fruits ayant subi une fermentation au 
cours de le ur stockage ont été utilisés pour isoler et identifier les levures présentes. 
L'étude de la croissance de ces microorga nismes clans les boissons a é té réa lisée par 
turb idimétrie (densité o ptique à 630 nm) après inocu lation et stockage à diffé rentes 
températures du jus d'ananas (pH 3,95), des nectars de goyave (pH 3, 15) e t de grena
dille (pH 3,03) commerciaux débarrassés des particules solides par centrifugation. Résul
tats et discussion. Les levures d 'altération isolées ont été identifiées comme étant Can
dida pelliculosa, Candida holmii et Kloeckera apis. Le développement de ces levures est 
plus impo rtant dans le jus d 'ananas e t le nectar de grenadille , plus riches en sucres 
fermentescibles, que dans le nectar de goyave . Dans ces boissons stockées à 25 et 32 °C, 
C. pelliculosa et C. holmii ont présenté des tau x de cro issance supérieurs à ceux de 
K. apis. Conclusion. La présence et la croissance de ces microorganismes dans les jus et 
nectars de fruits détériorent leurs qualités microbiologiques et organoleptiques et les ren
dent impropres à la consommation. Le meilleur moyen de garantir les qualités des jus et 
nectars de fruits commercialisés serait une pasteurisation efficace associée à un condi
tionnement rigoureusement aseptique qui limiterait tout risque de recontamination des 
produits. (© Elsevier, Paris.) 

Cameroun / fruits tropicaux / traitement / jus de fruit / nectar / détérioration / 
levure 
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1 Emballage en aluminium 
couramment utilisé dans l'industrie 
pour le conditionnement des jus 
et nectars de fruits pasteurisés 
et parfois même du lait pasteurisé. 

J . Tchango Tchango et al. 

1. introduction 

Au Cameroun, le nectar de goyave 
représente près de 70 % de la produc
tion des jus et nectars de fruits ; par 
ordre d'importance , les jus d 'ananas, 
nectar de grenadille et nectar de 
po melo viennent ensuite. La presque 
totalité des petites et moyennes indus
tries impliquées dans cette transforma
tio n des produits n 'utilisent pas de 
conservateurs chimiques, mais unique
ment des méthodes comme la pasteuri
sation et/ ou la su rgélation [1]. Les 
levures sont souvent mises en cause 
dans l'altération de ces bo issons, ainsi 
que dans celle d 'autres aliments à forte 
teneur en sucre et à pH bas [2- 4]. En 
général, ces organismes sont anaérobies 
de façon facultative et ils sont capables 
d'utiliser le glucose en conditions d 'aé
robiose ou d 'anaérobiose [5, 6]. Des 
levures appartenant aux genres Can
dida et Saccharomyces ont déjà été iso
lées des jus d'ananas, des nectars de 
goyave, de grenadille et de pomelo sur
gelés, sans pasteurisation préalable, pro
du its au Cameroun [7], alors que des 
espèces apparentées aux genres Pichia, 
Candida et Saccharomyces sont observées 
fréquemment dans les jus d 'orange au 
Nigeria [8] . Aux États-Unis, 239 souches 
de levures isolées des fruits et légumes 
partiellement ou entièrement transfor
més ont été identifiées [9] parmi les
quelles de nombreuses espèces appar
tiennent aux genres Kloeckera, Candida, 
Cryptococcus, Debaiyomyces, Rhodoto
rula, Saccharomyces, Pichia et Zygosac
charomyces. Ces microorganismes d 'alté
ration sont généralement responsables 
d 'une mauvaise qualité marchande des 
produits e t de pertes importantes au 
cours du stockage ; cela s'observe 
notamment dans les jeunes industries 
des pays en voie de développement, 
qui doivent faire face au problème cru
cial de maîtrise de la qualité , de l'hy
giène et de la salubrité de leurs produits 
alimentaires. La Société agro-industrielle 
des fruits de l'ouest (Saifo), basée à 
Bafoutlé, près de Koutaba, dans la pro
vince de l'Ouest Cameroun, en activité 
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depuis 1993, en est un exemple concret. 
À cause des fermentations microbiennes, 
cette société a, en effet , perdu en 1994 
environ 30 % de sa production de pulpe 
de goyave et de grenadille, 12 % de sa 
production de jus d 'ananas e t 4 % de 
sa production de nectars de goyave e t 
de grenad ille p asteurisés et stockés 
en sachets doypackl à la température 
ambiante (25 à 32 °C). 

Ces pertes ayant des répercussions 
économiques importantes, une étude a 
été entreprise pour identifie r les micro
organismes mis en cause dans la trans
formatio n des frui ts tropicaux les plus 
fréquemment traités au Cameroun e t 
pour étudier leur croissance dans les jus 
ou nectars stockés à des températures 
déterminées. 

2. matériel et méthodes 

Les analyses o nt é té réalisées au 
laboratoire de microbiologie de l'univer
sité des sciences et technologies de Lille-!, 
en France. 

2.1. origine des échantillons 

Des échantillons de jus d 'ananas, de 
nectar de goyave et de nectar de grena
dille, constitués par 200 sachets doypack 
de 25 cL par type de boisson, o nt été 
prélevés au hasard dans différents 
stocks commerciaux de boissons pas
teurisées produites par la Saifo entre les 
mois de septembre 1994 et février 1995, 
et conditionnées en sachets. Avant ana
lyses, ces échantillons ont été stockés 
en chambre froide à température posi
tive (2 à 6 °C), afin de limiter le déve
loppement des éventuels microorga
nismes présents dans les produits. 

2.2. isolement et identification 
des microorganismes 

Après leur sortie de chambre froide, 
les échantillons ont été stockés à 32 °C 
pendant quelques jours et seuls les 
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sachets susceptibles de contenir des 
microorganismes , car présentant un 
gonflement, ont é té utilisés pour isoler 
et identifier les éléments mis en cause. 

Les milieux de culture qui ont été 
utilisés ont été choisis pour leur spécifi
cité : 

- gélose pour dénombrement (PCA) 
pour les germes totaux mésophiles, 

- gélose de Man, Rogosa e t Sharpe 
(MRS), additionnée d 'actidione, pour les 
lactobacilles, 

- gélose lactosée au désoxycholate à 
0,1 % pour les coliformes, 

- gélose glucosée à l'extrait de 
pomme de terre (PDA), acidifiée à pH 3,5 
par addition d'une solution d'acide tar
trique à 10 %, pour les levures e t les 
moisissures. 

Après incubation à 32 °C pendant 48 
à 72 h , les levures, qui ont donc été iso
lées sur milieu PDA acidifié, o nt été 
identifiées au service d'aide au diagnos
tic de Biomérieux de la Balme-Les
Grottes (France), à l'aide de la méthode 
des galeries ID 32 C après incubation à 
30 °C pendant 48 h. 

2.3. étude de la croissance 
des levures 

L'étude de la croissance des levures a 
été réalisée dans les surnageants de jus 
d 'ananas de pH 3,95, des nectars de 
goyave de pH 3, 15 e t de grenadille de 
pH 3,03. Ce sont alors des boissons du 
commerce qui ont é té utilisées afin de 
rester le plus proche possible du milieu 
réel. Ces surnageants servant de milieux 
de culture ont été obtenus par centrifu
gation des jus et nectars à 10 000 tours 
min-1 pendant 30 min, puis stérilisés à 
110 °C pendant 30 min. Les précultures 
servant d'inoculum ont é té effectuées 
dans ces mêmes milieux, avec incuba
tion à 32 °C pendant 48 h. Des ciné
tiques de croissance ont été réalisées à 
partir de deux répétitions par tempéra
ture de stockage, celle-ci variant entre 
2 et 39 °C. La culture de la levure a été 
effectuée dans des flacons à bouchons 
de 125 mL sté ri lisés, contenant 50 mL 

de milieux de culture inoculés avec 1 mL 
de préculture à, environ, 106 UFCmL-1 
(UFC = unités formant colonies) de l'es
pèce de levure considérée. Après pré
paration, les flacons ont été ensuite fer
més hermétiquement et incubés à 
différentes températures de stockage. 
Après homogénéisation, 1 mL de leur 
contenu a été stérilement prélevé afin 
d 'en mesurer la densité optique (DO) à 
630 nm au spectrophotomètre, modèle 
Unikon 940 (Kontron Instrnments, États
Unis). Ces mesures de DO ont été régu
lièrement réalisées jusqu'à la phase de 
déclin de la culture. Les relations entre 
la densité de la population des levures 
(UFCmL-1) et la densité optique ont été 
établies à 32 °C, au moment de la phase 
exponentielle de croissance dans le 
nectar de goyave commercial, par lec
ture de la DO suivie d'un dénombre
ment des colonies viables. Ce déno m
brement a été effectué après 48 h d'incu
bation à 32 °C, sur gélose glucosée à 
l'extrait de pomme de terre acidifiée à 
pH 3,5. 

Le taux maximal de croissance 
(µmax) de chaque souche de levure étu
diée a é té calculé en phase exponen
tielle de croissance dans le jus d'ananas, 
le nectar de goyave et le nectar de gre
nadille commerciaux, respectivement, à 
25 e t 32 °C, températures ambiantes 
couramment rencontrées au Cameroun. 
La formule utilisée a été la suivante : 
Pmax = [Ln (N2) - Ln (N1)] / (t2 - ti), N1 
et N2 étant la densité de population des 
levures, exprimée en UFCmL-1, mesu
rée aux temps t1 et t2, respectivement. 

3. résultats 

Parmi les échantillons de jus d'ana
nas et de nectars de goyave et de gre
nadille pasteurisés, prélevés sur les 
stocks commerciaux de boissons pro
duites par la Saifo entre les mois de 
septembre 1994 et février 1995, une 
dizaine de sachets par type de boisson -
soit 5 % des échantillons collectés - ont 
présenté , après quelques jours de stoc-
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Tableau 1. 
Caractéristiques biochimiques permettant de différencier Candida 
pellicu/osa, Candida holmii et Kloeckera apis sur galeries ID 32 C 
après 48 h d'incubation à 30 °C. 

Élément testé 

Galactose 

Résistance à l'actidione 

Saccharose 
DL-lactate 

Celiobiose 

Raffinose 

Maltose 

Trehalose 

Alpha-méthyl-D-glucoside 

Sorbitol 
D-xylose 

Glycérol 

Palatinose 
Érythritol 

Mélézitose 
Mannitol 

Probabilité d'identification 

Réaction des espèces de levure identifiées 

C. pelliculosa C. holmii K. apis 

+ 

+ 

+ + 

+ 

+ 

+ + 

+ 

+ + 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

0,999 0,991 0,999 

kage à 32 °C, des gonfle me nts des 
sachets, aptes à révéler un processus de 
fermentations. Parmi les milieux utilisés 
pour la culture des microorganismes de 
ces boissons fe rmentées , seuls les 
milieux PDA et PCA o nt donné des 
rés ultats positifs ; l'exame n microsco
pique des germes n'a révélé que la pré
sence de levures. Les caractéristiques 
biochimiques d 'identification permettant 
de différencier ces levures sur ga leries 
ID 32 C, après 48 h d'incubation à 
30 °C, o nt mo ntré q ue trois espèces 
é ta ient présentes ; toutes les trois fer
mentent le glucose, produisent un pig
ment b lanc et peuvent assurer leur 
croissance à 37 °C. En revanche, elles ne 
fo rment pas de pseudomycélium et ne 
d isposent pas d'équipements enzyma
tiq ues leur permettant de réagir positi
vement en p résence de substrats tels 
que les lactose, sorbose, me libiose, 
rhamnose, ribose, L-arabinose, glucosa
mine, N-acetyl-D-glucosamine , gluco-
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nate, 2-ceto-D-gluconate , glucuronate, 
levulinate et inositol, et leur comporte
me nt d iffère pour un certain nombre 
d 'autres substrats (tableau [) ; cette ana
lyse a révélé que, dans 100 % des pro
du its fermentés, les germes microbiens 
mis en cause appartenaient à Candida 
pelliculosa (p = 0,999) et Kloeckera apis 
(p = 0,999) et que, dans 60 % des échan
til lo ns de jus d'ana nas fermentés , Can
dida holmii (p = 0,991) se trouvait seul. 

Les équations des courbes d 'étalon
nage permettant l'étude de la croissance 
de ces levures , établies dans le nectar 
de goyave commercial à pH 3,15 et à 
32 °C, ont été telles que : 

- la densité des populations de C. pelli
culosa exprimée e n UFC.rnL-1 a été 
égale à (3190794,27)·exp(2,29 DO), avec 
ciel! = 8 et r2 = 0,99, 

- po ur C holmii, log(UFC.mL-1 ) = 
l ,8120·log(DO) + 7,7272, avec clcll = 8 
et r2 = 0,98, 

- pour K. apis, log(UFC.mL- 1) = 
l ,0555·log(DO) + 7,5235 , avec cldl = 8 
et r2 = 0,96. 

La représentation graphique, en fonc
tio n du temps, de la de nsité optique 
donnée par la croissance des levures 
da ns les boissons permet d 'obtenir des 
courbes de croissance. Celles obtenues 
clans le nectar de goyave commercial à 
pH 3,15, stocké à 2, 5, 10, 15, 25 , 32, 
37 e t 39 °C (figure 1, 2, 3) ont montré 
que la croissance des souches était rela
tivement faible aux basses températures 
- 2 et 5 °C - ainsi qu'à 39 °C. Les taux 
maximaux de croissance (Prnax) de 
K. apis clans le jus d 'ananas, le nectar 
de goyave et le nectar de grenadille à 
25 e t 32 °C ont é té p lus faibles que 
ceux de C pelliculosa et C bolmii 
(tableau If). Les valeurs les plus é levées 
de Prnax - 0,076·lr1 et 0,079· lr 1 à 32 °C 
pour C.pelliculosa, 0,190·h-1 et 0,185·lr1 

à 25 °C pour C holmii - ont alors été 
obtenues clans le jus d 'ananas et le nec
tar de grenadille, respectivement. Dans 
l'ensemble, les souches ont semblé net
tement mieux se développer clans le jus 
d 'ananas et le nectar de grenadille q ue 
clans le nectar de goyave. 
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4. discussion et conclusion 

Les caractéristiques biochimiques des 
souches isolées, analysées dans des 
conditions in vitro, ont mis en évidence 
une hétérogénéité des activités enzyma
tiques e t biochimiques des espèces de 
levures identifiées ; cette hété rogénéité 
a été spécialement notée chez C. pelli
culosa e t C. holmii, confirmant ainsi les 
résultats de Schmidt e t a l. [10] qui 
ava ient re levé , e n conditions in vitro , 
une grande hété rogénéité intra- et inter
espèces des activités e nzymatiques et 
biochimiqu es des levures apparte nant 
au genre Candida, isolées des fromages 
de chèvre . Aux États-Unis, Kloeckera 
apis et K. japonica, ainsi que de nom
breuses espèces appartenant aux genres 
Candida - exception faite de C. pellicu
losa e t C. holmii -, ava ient éga le ment 
é té isolées par Torok et King [9] de 
fruits et légumes partie llement ou entiè
reme nt transformés . Ces levures, qui 
sont psychrotrophes et osmotolérantes, 
altè rent clone fac ilement les produits à 
base de fruits (vins, cidres, jus, pulpes, 
nectars, concentrés, confitures, marme
lades, e tc.) , réfri gé rés ou no n [11] . La 
présence de ces microorganismes clans 
les jus et nectars de fruits conditionnés 
occasionne, au cours de leur stockage, 
une dé térioration importante des quali
tés o rgano leptiq ues e t marchandes de 

Tableau Il. 
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ces boissons, ainsi que des pertes consi
dérables pour certains producteurs qui 
ne font pas de traitement approprié de 
conse1vation ou qui n 'appliquent pas de 
règles strictes d 'hyg iè ne, susceptibles 

Figure 1. 
Courbes de croissance de Candida 
holmii, exprimée par la mesure 
de la densité optique à 630 nm, 
dans le nectar de goyave stocké 
à différentes températures. 

Taux maximaux de croissance µmax·h-1 de Candida pellicu/osa, C. holmii 
et Kloeckera apis dans le jus d'ananas, le nectar de goyave et le nectar 
de grenadille à 25 et 32 °C. 

Boisson étudiée Température Taux maximaux de croissance (µmax ·h- 1) 

de stockage 
C. pelliculosa C. holmii K. apis 

Jus d'ananas 25 °c 0,072 0,190 0,035 
32 °C 0,076 0,170 0,013 

Nectar de grenadille 25 °C 0,075 0,185 0,047 

32 °C 0,079 0,148 0,030 

Nectar de goyave 25 °C 0,038 0,024 0,013 

32 °C 0,075 0,060 0,007 
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Figure 2. 
Courbes de croissance de Candida 
pelliculosa, exprimée par la mesure 
de la densité optique à 630 nm, 
dans le nectar de goyave stocké 
à différentes températures. 

d'empêcher la prolifération des microor
ganismes [1 2]. 

Les valeurs les plus élevées obtenues 
lo rs de la détermination du taux maxi
mal de croissance de ces levures ont été 
observées essentie llement da ns le jus 
d 'ananas et le nectar de grenadille ; ces 
boissons sont beaucoup plus riches en 
sucres fermentescibles - 13,5 g-1-100 et 
13,0 g-1.lQO de partie comestible, res
pectivement - que le nectar de goyave 
qui n'en contient que 5,5 g- 1-100 [131. Le 
pH re lativement é levé - 3,95 à 5,50 -
du jus d 'ananas le rend encore plus 
sensible aux altérations microbiennes et 
plus délica t à conserve r. Toutefois , 
l'étude des paramètres de thermorésis
tance de ces microorganismes, en rela
tio n avec les conditions de pasteurisa
tio n des boissons étudiées [1 4], a 
mo ntré que les levures d 'alté ratio n 
re trouvées dans les jus e t nectars de 
fruits produits au Cameroun p rove
naient d 'une recontaminatio n des pro-
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duits après la pasteurisation. Le meilleur 
moyen de garantir les qualités microbio
logiq ues, o rgano leptiques e t mar
chandes de ces jus et nectars de fruits 
serait dès lo rs une pasteurisa tion effi
cace assoc iée à un conditionnement 
rigoureusement aseptique qui limiterait 
tout risque de recontamination des pro
duits [151. Les jeunes industries des pays 
en voie de développement confrontées 
aux problèmes de fermentations micro
biennes des jus e t nectars de fruits au 
cours du stockage et de la commerciali
sation devraient donc consacrer davan
tage d 'effo rts à la reche rche d 'une 
meilleure maîtrise de la qualité, de l'hy
giè ne e t de la sa lubrité de le urs pro
duits , au cours de la fab rica tion e t du 
conditionnement . Des trava ux ultérieurs 
seront nécessa ires po ur préciser le taux 
et le type de sucre consommés pendant 
la croissance de ces microorga nismes 
clans les boissons étudiées, ainsi que les 
produits de fermentation obtenus. 
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Figure 3. 
Courbes de croissance 
de Kloeckera apis, exprimée par 
la mesure de la densité optique 
à 630 nm, dans le nectar de goyave 
stocké à différentes températures. 
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ldentificaci6n y crecimiento de ciertas levaduras de alteraci6n en los 
zumos y néctares de frutas tropicales. 
Resumen - Introducciôn. En general, la alteraci6n de los zumos y néctares de fruta 
durante e l almacenamiento y comercializaci6n es debida a las levaduras. Se emprendi6 
un estudio para iclentificar a los microorganismos responsables de la transformaci6n de 
los frutos tropicales mas utilizados en Camerün y para estudiar su desarrollo en los 
zumos o néctares almacenados a unas temperaturas determinadas. Material y métodos. 
Se utilizaron una serie de muestras de zumos y néctares de frutas que habian fe rmen
tado durante su almacena miento para ais lar e identificar a las levadu ras presentes. El 
estudio del crecimiento de estos microorganismos en la bebidas se realiz6 mediante tur
bidimetria (densidad 6ptica de 630 nm) tras inoculaci6n y almacenamiento a diferentes 
temperaturas de zumo de pin.a (pH 3,95), de néctares de guayaba (pH 3,15) y de grana
clilla (pH 3,03) liberados de las particulas s6lidas por centrifugado. Resultados y discu
siôn. Las levaduras de alteraci6n fueron identificadas, se trata de Candida pelliculosa, 
Candida bolmii y Kloeckera apis. El desarrollo de estas levaduras es mas rapido en los 
zumos de pin.a y de granadilla, mas ricos en azücares fermentables, que en el néctar de 
guayaba. En estas bebidas almacenadas a 25 y 32 °C, C. pelliculosa y C. bolmii presenta
ron niveles de crecimiento superiores a los de K. apis. Conclusion. La presencia y e l 
crecimiento de estas microorganismos en los zumos y néctares de frutas deterioran sus 
cualidades microbiol6gicas y organolépticas y no son aptos para el consumo. El mejor 
medio para garantizar la calidad de los zumos y néctares de frutas comercializados seria 
una pasteurizaci6n eficaz asociada a un acondicionamiento aséptico que impida que los 
productos se vuelvan a contaminar. (© Elsevier, Paris.) 

Camerun / frutas tropicales / procesamiento / jugo de frutas / nectar / deterioro / 
levadura 
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