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RESUME

Le baobab (Adansonia digitata), une plante de la famille des Malvaceae que I'on
retrouve dans les régions tropicales d’Afrique, revét une importance particuliere du fait
de son utilisation variée aussi bien alimentaire que médicinale. Le maari est un
condiment obtenu de la fermentation naturelle des graines de baobab. Dans la présente
étude, 10 souches dominantes de bactéries aérobies mésophiles et 09 souches
dominantes de bactéries lactiqgues ont été examinées en vue de la mise au point de
culture starters. Les souches de Bacillus spp. (8 souches) et de Lysinibacillus spp. (2
souches) représentant les bactéries aérobies mésophiles dominantes isolées du maari,
ont été testées. Les bactéries ont été caractérisées selon la méthode de diffusion en
milieu gélosé, pour leur pouvoir antibactérien contre des indicateurs de bactéries
pathogénes. Les bactéries pathogenes ciblées étaient constituées de 7 souches de
Bacillus cereus, 7 souches de Salmonella spp., 3 souches de Listeria spp., 2 souches
de Yersinia spp., 1 souche de Escherichia coli et 1 souche de Micrococcus luteus. Les
résultats ont permis de sélectionner 3 souches de Bacillus subtilis (B3, B122 et B222)
pouvant inhiber la croissance des bactéries pathogenes Gram-positifs. Les substances
inhibitrices produites par les 3 souches de B. subtilis (B3, B122 et B222) résistent a la
catalase mais sont détruites par la protéase provenant de Streptomyces griseus et la
trypsine ; ce qui indique que les agents actifs sont de nature protéique. Ces substances
retiennent leurs activités antimicrobiennes aprés traitement jusqu’a 121°C et elles sont
stables a pH acide et basique. La production de la bactériocine, pour chacune des
souches sélectionnées commence dés la fin de la phase exponentielle de croissance
de la bactérie productrice et atteint son maximum durant la phase stationnaire. Cette
production s’est avérée dépendre de I'aération et est maximale en conditions d’aération
modéréé. L'utilisation des amorces spécifigues d’ADN a permis de mettre en évidence
les genes responsables de la biosynthése de la subtiline ainsi que de la subtilosine A.

L’étude de l'influence de la composition du milieu de croissance sur la production de
bactériocines a été réalisée sur les 3 souches selectionnées de B. subtilis (B3, B122 et
B222) isolées du maari. Les résultats ont montré que la production des bactériocines
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est fortement dépendante de la composition du milieu de croissance. Toutes les 3
souches de B. subtilis (B3, B122 et B222) ont présenté une forte activité
antibactérienne contre Bacillus cereus NVH391-98 dans le milieu BHI. Aucune activité
n’a été detectée dans les graines cuites de baobab et de néré ainsi que dans le bouillon
maari. Mieux, il a été observé qu’une incorporation du BHI avec 5% de mouture de
graines de baobab améliore l'activité antimicrobienne des 3 souches de B. subtilis.
Cependant, une incorporation du BHI a plus de 50% avec de la mouture de graines de
baobab montre une diminution de la production de bactériocine. Le fer, le magnésium et
le manganése sont reconnus comme des éléments minéraux capables d’augmenter la
production de bactériocine mais leur incorporation dans le bouillon maari s’est montrée
sans effet dans la production de bactériocine. La survie de B. cereus NVH391-98 en co-
culture avec chaque souche de B. subtilis a été réalisée dans le BHI, le bouillon maari,
dans les graines fermentées de baobab et de néré. Les résultats ont montré que
chacune des souches de B. subtilis tout comme B. cereus NVH391-98 ont présenté une
bonne croissance dans les 4 substrats. Par contre, la croissance de B. cereus NVH391-
98 a été sérieusement affectée dans le bouillon maari et dans les graines cuites de
baobab et de néré bien gu’aucune activité antimicrobienne n’ait été observée. Par
ailleurs toutes les 3 souches de B. subtilis ont inhibé totalement la croissance de B.
cereus NVH391-98. En somme, la production de bactériocine par les 3 souches de B.
subtilis isolées du maari, dépend du substrat de croissance.

Les souches dominantes de bactéries lactiques isolées du maari (5 souches de Ent.
faecium, 2 souches de P. acidilactici et 2 souches de Ent. Casseliflavus) ont été
examinées pour leur activité antimicrobienne, la résistance a l'acidité ainsi que la
tolérance a la bile. Deux souches de P. acidilactici (L87 et L169) et une souche Ent.
faecium (L154) ont présenté une activité antimicrobienne contre une gamme importante
de germes pathogenes notamment 7 especes de B. cereus, 7 espéces de Salmonella
spp., 3 especes de L. monocytogenes, une espece de E. coli et une espece de M.
luteus. Les souches L87, L169 et L154 ont également présenté une bonne capacité a

survivre dans les conditions acidiques ainsi gu’en présence de la bile.
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Au regard des résultats obtenus, un consortium de starter composé de souches
sélectionnées de B. subtilis (B3, B122 et B222) et de bactéries lactiques (L87, L154 et

L169) s’est revelé efficace pour la fermentation contr6lée des graines de baobab.

Mots clés : Baobab ; Activité antimicrobienne; Bactériocine ; Bacillus subtilis; Maari:
Fermentation; Starter; Substrat d’incubation; Aération; Subtilosine; Subitiline.
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ABSTRACT

Adansonia digitata (L.) called the baobab tree is very typical plant of the Sahelian region
and belongs to the Malvaceae family. Each part of the baobab tree is reported to be
useful. The seeds, leaves, roots, flowers, fruit pulp and bark of baobab are edible.
Seeds are used as a thickening agent in soups, but they can be fermented and used as
a flavouring agent, or roasted and eaten as snacks. Maari is a fermented food
condiment obtained by spontaneous fermentation of seeds from the baobab tree.

The antimicrobial activity of 8 Bacillus spp. and 2 Lysinibacillus spp. representing the
dominant aerobic sporeformers during traditional maari fermentation was assessed
against a total of 31 indicator organisms representing various Gram negative and
positive pathogens. The screening showed that 3 Bacillus subtilis strains (B3, B122 and
B222) in particular had antimicrobial activity against some Gram positive organisms and
were selected for further studies. It was found that the antimicrobial substances
produced were heat-stable, no-sensitive to catalase, sensitive to protease from
Streptomyces griseus and trypsin but resistant to the proteolytic action of papain and
proteinase K and equally active at pH values ranging from 3 to 11. Bacteriocin secretion
started in late exponential growth phase and maximum activity was detected during the
stationary growth phase. The production of bacteriocin by B. subtilis B3, B122 and B222
was dependent on the aeration conditions. Maximum production of bacteriocin was
observed under reduced aeration. Specific DNA primers were used to screen isolates
B3, B122 and B222 for genes involved in the synthesis of the bacteriocins subtilosin A,
subtilin, sublancin and ericin. Amplicons of the expected sizes were detected for iywB,
sboA, sboX, albA and spaS involved in the biosynthesis of subtilosin and subtilin,
respectively. The three bacteriocin-producing B. subtilis strains B3, B122 and B222
were investigated for their antimicrobial activity against Bacillus cereus NVH391-98 in
different media. The production of bacteriocin was greatly influenced by the cultivation
media. All three strains showed antimicrobial activity against B. cereus NVH391-98 in
BHI whereas no antimicrobial activity was detected in cooked seeds and in maari broth,

based on baobab grinded seeds. Furthermore it was found that the incorporation of BHI
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with up to 5% (w/w) baobab grinded seeds enhanced the antimicrobial activity of the B.
subtilis while incorporation of BHI with 50% (w/w) baobab grinded seeds decreased the
antimicrobial activity. Addition of the inorganic salts FeCls, MgSO4 and MnSO4 have
previously been reported to increase the production of bacteriocin in B. subtilis, but the
addition of these salts either alone or in combination with maari broth 10% (w/w) did not
cause any antimicrobial activity. The survival of B. cereus NVH391-98 in co-culture with
B. subtilis was tested in BHI broth, maari broth 10% (w/w). The same expiment was
conducted during fermentation of baobab seeds to maari and African locust beans to
soumbala, an alkaline fermented product related to maari. It appeared that B. cereus
NVH391-98 grew well in all the 4 substrates in mono-culture. All the three B. subtilis
strains were able to decrease B. cereus NVH391-98 to levels below detection limit (< 10
cfu/ml) in BHI. In comparison, eventhough no bacteriocin production occurred in maari
broth and in cooked seeds, the outgrowth of B. cereus NVH391-98 decreased. B.
cereus NVH391-98 did not affect the growth of B. subtilis B3, B122 and B222 in co-
culture. In conclusion, the production of antimicrobial products by the investigated B.
subtilis strains is highly substrate specific.

Nine dominant lactic acid bacteria strains including 5 strains of Enterococcus faecium
(L9, L104, L117, L134, L154), 2 strains of Enterococcus casseliflavus (L142 et L152)
and 2 strains of Pediococcus acidilactici (L169 et L87), isolated from traditional maari
fermentation, were examined for their resistance at pH 2.5, their tolerance to 0.3% bile
and their antimicrobial activities against 21 pathogenic bacteria including B. cereus
strains, Salmonella spp., Listeria monocytogenes, Yersinia enterocolitica, Escherichia
coli and Micrococcus luteus. It was observed that all LAB strains survived in 0.3% bile
and exhibited antimicrobial activity against a broad spectrum of bacteria, including food
spoilage and pathogenic organisms such as B. cereus, Salmonella spp., L.
monocytogenes, E. coli and M. luteus. None of the tested LAB strains was active
against Y. enterocolitica strains. At pH 2.5, P. acidilactici L87 survived over a period of 4
h whereas a slight decrease was observed for Ent. faecium L169. Ent. faecium L154
cell number decreased considerably. The rest of the tested strains did not survive at pH
2.5 over a period of 4 h. Based on the present data, it can be assessed that P.
acidilactici L87, P. acidilactici L169 and Ent. faecium L154 in addition to the Bacillus
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spp. are the main microorganisms responsible of the fermentation of baobab seeds.
Thus, these bacteria can be useful as starter cultures for improving maari quality and

safety with respect to protection against food spoilage and pathogenic microorganisms.
Keywords: Baobab; Antimicrobial activity; Bacteriocin; Bacillus subtilis; Maari;

Fermentation; Cultural medium, Atmosphere, Subtilosin, Subtilin; Lactic acid bacteria;
Acid resistance; Bile tolerance.
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INTRODUCTION GENERALE




La fermentation alimentaire, 'une des plus anciennes pratiques de biotechnologie,
occupe une place qui devient de plus en plus prépondérante dans la vie quotidienne
des Hommes. En ce sens, les aliments fermentés contribuent pour 20-40% a
lalimentation dans le monde entier (Campbell-Platt, 1994). Par définition, la
fermentation est un processus dans lequel un substrat organique subit des
transformations chimiques, provoquées par I'action des enzymes produites par des
micro-organismes (Jay, 1996). C’est une technique de transformation et de
conservation des produits alimentaires qui ameliore la valeur nutritive, les qualités
hygiéniques et sanitaires, la densité energétique ainsi que les caractéristiques
organoleptiques des aliments (Sawadogo-Lingani et al., 2008 ; Nnam et Obiakor,
2003 ; Nout et al., 1987).

Le Burkina Faso est un pays soudano-sahélien a vocation agricole avec une population
estimée en 2006 a 14 017 262 habitants dont 46,4% vivent sous le seuil de la pauvreté
(MEF, 2011). La production alimentaire est composée de céréales (aliments de base),
de fruits et légumes, de racines et tubercules, d'oléagineux et légumineuses, de
produits animaux, de produits halieutiques, de produits de chasse et de produits
forestiers non ligneux alimentaires jadis appelés produits de cueillette. Cependant, au
cours des derniéres années, le Burkina Faso a eu de plus en plus de mal a couvrir les
besoins alimentaires de sa population avec la production agricole nationale. En
conséquence, des pénuries alimentaires généralisées engendrant la faim et la
malnutrition, persistent particulierement parmi les groupes de population a faible
revenu. Selon les résultats de la deuxieme enquéte nutritionnelle nationale conduite en
aolt et septembre 2010 par le Ministére de la Santé, les prévalences de la malnutrition
aiglie, de linsuffisance pondérale et de la malnutrition chronique ont été estimées
respectivement a 10,5 %, 31,4 % et 28,8 % (Coulidiati, 2011). Pour redresser cette
situation, toutes les ressources nationales doivent étre mises a contribution. L’une des
stratégies pourrait étre la valorisation des produits forestiers non ligneux (PFNL) dont le
baobab. Le baobab est une plante de la famille des Malvaceae que I'on retrouve dans
les régions tropicales d’Afrique (De Caluwé et al., 2010). Le baobab revét une
importance particuliere du fait de son utilisation variée aussi bien alimentaire que

médicinale. Par exemple, la production annuelle des feuilles de baobab au Burkina



Faso est de I'ordre de 100 000 tonnes avec un produit intérieur brut de I'ordre de 800
millions (Coulibaly, 1993). Le baobab contribue considérablement a I'’économie des
populations (Lamien et Traoré, 2002) et fait I'objet de diverses utilisations médicinales
et alimentaires (Sidibe et Williams, 2002). Essentiellement exploité a I'état sauvage, le
baobab produit des fruits dont la pulpe et les graines sont traditionnellement
consommeées par les populations locales. Ses feuilles sont également utilisées comme
ingrédients dans diverses préparations culinaires (Diop et al., 2005).

Les graines de baobab contiennent des quantités appréciables de protéines (25,45%
MS), de glucides (48,07% MS) et de lipides (18,87% MS) (Nnam et Obiakor, 2003), de
vitamine B1 (0,25 mg/100g MS ; Arnold et al.,1985), de vitamine A (5,26 ug/ 100g MS ;
Nkafamiya et al., 2007), de calcium (395 mg/100g MS ; Glew et al., 1997), de fer (6,55
mg/100g MS ; Arnold et al., 1985), de potassium (1275 mg/100g MS ; Arnold et al.,
1985), de magnésium (640 mg/100g MS ; Arnold et al., 1985), etc. Les graines sont
utilisées comme agents épaississant dans la préparation de mets ; elles sont également
fermentées pour étre utilisées comme condiments (FAO, 1988; Nnam et Obiakor,
2003). Le maari est le produit de la fermentation alcaline et spontanée des graines de
baobab. C’est un condiment produit et consommé en Afrique de I'Ouest ou il est connu
sous les appelations Dadawa Higgi ou Issai (Nigeria), Dikouanyouri (Benin), N'Gono
(Mali) et Maari, Mackaari, Kaando, Thyou ou Teed bikalgo (Burkina Faso) (Parkouda et
al., 2010; Nkafamiya et al., 2007; Parkouda et al., 2009). Le maari contient des
quantités appréciables de protéines (22,20% MS), de lipides (30,55% MS), de glucides
(42,62% MS) et de sels minéraux (4,63% MS) (Nnam et Obiakor, 2003). Pour la
production du maari, les graines de baobab sont cuites puis laisser a fermenter pendant
88 h. Le produit obtenu est ensuite séché donnant lieu a un condiment odoriférant de
couleur brune foncée (Compaoré, 2009). L’'étude des caractéristiques biochimiques et
microbiologiques au cours de la production du maari a permis d’isoler les
microorganismes impliqués dans la fermentation des graines de baobab (Compaoreé,
2009) puis de les identifier (Parkouda et al., 2010). Ces différentes études ont montré
que la fermentation des graines de baobab est initiée par les bactéries aérobies
mésophiles (BAM) notamment les Bacillus subtilis (82% des BAM). Mais les bactéries

lactiques dominées par Enterococcus faecium, Enterococcus casseliflavus et



Pediococcus acidilactici sont observées a partir de 24 h de fermentation (Parkouda et
al., 2010) et persistent jusqu’a la fin de la fermentation.

Malgré sa grande valeur nutritive, la production du maari reste traditionnelle avec des
équipements rudimentaires et une fermentation incontrélée. Ce qui entraine des
variations de la stabilité et de la qualité du produit fini. Dans le but d’améliorer les
qualités nutritionnelle et sanitaire du maari et de le rendre commercialement plus
compétitif vis-a-vis des condiments importés, il est donc nécessaire d’améliorer la
techniqgue de production. L’'un des facteurs importants de cette amélioration est
l'utilisation de starter de microorganismes a multiples potentialités qui permettra
d'assurer la maitrise de I'étape de fermentation.

L'objectif général de ce présent travail est d’étudier les potentialités métaboliques des
souches dominantes de bacteries aérobies mésophiles et de bactéries lactiques en vue
de la mise au point de cultures starter pour la production contrélée du maari.

Pour atteindre I'objectif général, les objectifs spécifiques suivants ont été fixés :

-évaluer la production de bactériocines par les espéces dominantes de bactéries
aérobies mésophiles isolées du maari ;

-déterminer l'influence de la composition du milieu d’'incubation (substrat nutritif) sur la
survie de Bacillus cereus et sur la production de bactériocine par les souches
sélectionnées de B. subtilis;

-évaluer les propriétés antimicrobiennes des souches dominantes de bactéries
lactiques isolées du maari ainsi que I'effet de I'acidité et de la bile sur ces souches ;
-sélectionner les souches sur la base de leurs propriétés technologiques puis les utiliser
comme cultures starter pour une fermentation contrélée du maari ;

-capitaliser les connaissances sur les microorganismes responsables de la fermentation
des graines de baobab ;

Cette thése comporte une introduction et trois chapitres. Le premier chapitre est
consacré a I'étude bibliographique. Les aspects méthodologiques sont traités dans le
second chapitre tandis que le troisieme est consacré aux résultats et discussion. Le
document se termine par une conclusion générale de I'ensemble des résultats suivie

des perspectives.
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1.1. Description botanique du baobab

Le baobab (Adansonia digitata L.) est un immense arbre qui pousse a I'état sauvage au
Burkina Faso. On le rencontre également dans toutes les régions semi-arides et
subhumides de I'Afrique intertropicale, ainsi qu’a Madagascar et en Australie. De port
majestueux, le baobab, grand arbre a feuillage caduc peut atteindre 30 m de hauteur
avec une moyenne de 15-20 m (Figure 1, Parkouda et al, 2009). Le tronc
disproportionné est souvent renflé a la base et gorgé d’eau, ce qui lui a valu le nom de
baobab-bouteille. Il se ramifie souvent en une houppe de branches épaisses, courtes et
tortueuses.

Les feuilles sont composées, digitées, longuement pétiolées comprenant 3 a 12 folioles.
Le baobab possede un systéme radiculaire développé, pouvant atteindre 50 m de
distance et 10 m de profondeur, ce qui permet a I'arbre de puiser en profondeur I'eau
nécessaire a sa végétation (De Caluwé et al., 2010).

A. gibbosa
&

a b
Figure 1. La répartition du baobab (a) en Afrique ; le baobab (b) (Parkouda et al.,

2009).



Les fruits, a raison de 70 en moyenne par arbre, se présentent sous forme de masse
oblongue fusiforme, sphérique ou en massue (Figure 2). Indéhiscents, ils mesurent 15 a
35 cm de long contre 7 a 15 cm de diamétre et pésent de 200 a 500 g. lls sont plus ou
moins velus et contiennent plusieurs graines. L’enveloppe dure de la graine renferme
une pulpe séche, blanche, acide, constituée de mucilages et de pectines (Vertuani et
al., 2002 ; Nnam et Obiakor, 2003).

Figure 2. Les produits du baobab: (a) Feuille, (b) Fleur, (c) Fruit, (d) Pulpe, (e) Poudre de pulpe,
(f) Fibres, (g) Graines, (h) Amandes (Kaboré et al., 2011)

1.2. Compositions et utilisations du baobab

1.2.1. Composition biochimique

Le baobab est un arbre a usage multiples en ce sens que toutes les parties du baobab
sont utiles. Les graines, les feuilles, les racines, les fleurs, la pulpe, I'écorce du baobab



sont comestibles. Les données des tableaux I, II, lll et IV montrent que la feuille de
baobab est riche en protéines, en minéraux (calcium, fer, potassium, magnésium,

manganése, phosphore, et zinc) et en vitamines (A, B1, B2, B3 et C).

Tableau I. Composition biochimique des feuille, graine et pulpe de baobab

Parties Constituants
du Humidité Energie Carbohydrate Protéine lipide Cendre  Fibre Références
baobab (%) métabolisable (%) (%Nx6.25) (%) (%) (%)
(kJ/100g)
Feuilles NM 1180-1900 13,8-70.0 10,3-15.0 2,3-10 8,5-16 11-16 Diop et al., 2005
6,4 1480 64,6 14 4,3 10,8 NM Nordeide et al., 1996
NM 1180 60 13,4 4 NM 11 Becker, 1983
Pulpe 10,4 1345,26 76,2 3,2 0,3 45 5,4 Osman, 2004
6,7 NM 23,2 2,6 0,2 53 57 Nour et al., 1980
4,7 849 46,6 2,5 0,7 5,1 451 Murray et al., 2001
13,2 1542 79,4 3,1 4,3 5 8,3 Saka et Msonthi, 1994
14,5 846 81,3 2,5 0,8 NM 11,4 Becker et al., 1983
8,70 1292 73,7 2,7 0,2 5,80 8,9 Arnold et al., 1985
Graine 4,3 1528 45,1 18,4 12,2 3,8 16,2 Osman, 2004
entiere 4,71 1875,3 52,53 21,75 12,72 5,01 6,71 Nkafamiya et al., 2007
4,8 1898 11,2 36,3 29,3 9,1 14,1 Murray et al., 2001
8,1 2332 30 32,7 34,1 5 NM Obizoba et Amaechi, 1993

NM: non mentionné dans le document original

Le fruit se compose de 4 a 28 % d’une pulpe a faible teneur en eau, acide, riche en
carbohydrates, vitamine C, en calcium, en potassium, en magnésium et en pectine. La
pulpe peut fournir jusqu'a 300 mg de vitamine C pour 100 grammes de matiere seche,
soit I'équivalent de six a sept fois celle contenue dans une orange. Aprés séparation
des graines, cette pulpe entre traditionnellement dans diverses préparations ou permet
d’élaborer des boissons. Malgré une déficience en lysine et la présence de quelques
facteurs antinutritionnels, les graines sont une source intéressante de lipides et de
protéines. Aprés cuisson ou grillage, elles sont consommées directement ou utilisées
comme épaississant sous forme de poudre. Les graines de baobab contiennent



également le phosphore, le calcium, le magnésium, les vitamines A et C. Les acides
glutamique et aspartique sont les acides aminés majeurs alors que les acides oléique,
linoléique et palmitique sont les plus représentatifs des acides gras. Les
caractéristiques physico-chimiques de I'huile de la graine de baobab sont exploitées
dans la fabrication du savon. L’acceptabilité et l'utilisation optimale des différentes
parties du baobab en tant que source alimentaire sont limitées par la présence de
facteurs antinutritionnels notamment les inhibiteurs de protéines, les tannins, les
phytates mais les techniques de traitements peuvent réduire ou détruire les facteurs
antinutritionnels présents (Kaboré et al., 2011).

Tableau Il. Composition en éléments minéraux des graine, feuille et pulpe du baobab

Parties Eléments minéraux (mg/ 100g MS) References
du baobab Ca Cu Fe K Mg Mn Na P Zn Al
Feuille 307- 0.1- 15-49  321- 312-549 3,1- 163 29,7-670 1,9 22,8- Diop et al., 2005
4020 1,2 1640 8,9 287
2000 1,16 15,5 NM 549 3,1 163 302 1,87 NM Glew et al., 1997
1470 <0,5 98,6 583 423 8,76 3,82 153 1,75 NM Sena et al., 1998
Pulpe 295 1,6 9,3 1240 90 NM 27,9 NM 1,8 NM Osman, 2004
655 NM 8,6 NM NM NM NM 50,8 NM NM Nour et al., 1980
341 NM 1,7 NM 209 NM 5,46 73,3 1,04 NM Glew et al., 1997
335 0,37 2,65 2409 167 NM 11,20 76,2 1 NM Arnold et al., 1985
216 1,15 2,92 726 300 0,98 0,79 452 3,18 NM Sena et al., 1998
Graine 410 2,6 6,4 910 270 NM 28,3 NM 52 NM Osman, 2004
58,9 NM 6,36 280 NM NM 6,07 6 3,6 NM Nkafamiya et al., 2007
395 NM 1,83 NM 352 1,06 1,94 614 2,57 NM Glew et al., 1997
273 2,78 6,55 1275 640 NM 2,48 512 6,68 NM Arnold et al., 1985

NM: non mentionné dans le document original



Tableau lll. Profile en amino acides de la graine, de la feuille et de la pulpe du
baobab (mg/ 100g MS)

Baobab Feuilles Pulpe Graines

References Diop et al, Senaet Glew et Osman, Glew et Osman, 2004 Glew et
Amino acides 2005 al., 1998 al., 1997 2004 al., 1997 al., 1997
Acid aspartique 1000-1300 1240 1290 204,8 296 1900 2110
Acid glutamique 1100-1300 1440 1140 208 394 4360 4890
Serine 500 450 455 102,4 118 1120 1140
Glycine 600 540 557 92,8 121 1580 1040
Histidine 200 240 218 38,4 42 400 5050
Arginine 700-900 830 707 243,2 228 1470 2210
Threonine 400 430 365 89,6 65 700 6980
Alanine 700 680 658 105,6 221 1310 1060
Proline 600-700 640 676 70,4 235 1270 955
Tyrosine 400-500 430 415 659,2 106 280 559
Valine 600-700 700 655 153,6 162 1090 1160
Methionine 100-200 150 104 6,4 14 180 229
Isoleucine 500-700 610 546 70,4 137 660 827
Leucine 900 980 875 137,6 206 1290 1400
Phenylalanine 600 670 602 140,8 109 740 1030
Lysine 600 640 611 54,4 163 920 1120
Cysteine 200-300 240 211 32 137 280 360
Tryptophane 200 340 205 NM 18 NM 281

NM: non mentionné dans le document original
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Tableau IV. Composition en acides gras des graine, feuille et pulpe de baobab

Baobab Acides gras (mg/ 100g MS) References

C:14 C16:0 C16:1 C18:0 C18:1 C18:2 C18:3 C20:0

Feuilles NM 24 1,1 3,5 5,8 10 8,1 NM Diop et al., 2005
tr 24 1,1 3,5 5,8 10 8,1 Tr Glew et al., 1997
Pulpe NM 15 NM traces NM 2,3 15 NM Diop et al., 2005
tr 15 NM tr NM 2,3 15 NM Glew et al., 1997
Graines NM 143 1,8 16 214 138 1,6 NM Diop et al., 2005
tr 143 1,8 16 214 138 1,6 Tr Glew et al., 1997

C14:0 (acidemystirique); C16:0 (acidepalmitique); C16:1 (acide palmitoleique); C18:0 (acidestearique); C18:1 (acideoleique); C18:2
(acidelinoleique); C18:3 (acidelinolenique); C20:0 (acidearachidique)
Tr: trace; NM: Non mentionné dans le document original.

1.2.2. Propriétés médicinales

Le baobab est encore appelé « arbre pharmacien » et ses feuilles, ses racines, sa
pulpe, sa graine ainsi que son écorce sont utilisées en pharmacopée grace a leurs
vertus thérapeutiques. La pulpe est utilisée pour combattre la diarrhée, la dysenterie, la
variole et la rougeole. En décoction, elle est emménagogue et anti-diarrhéique. Les
feuilles sont utilisées comme anti-diarrhéique, fébrifuge, anti-inflammatoire et anti-
filarien. La poudre de feuilles séchées est antianémique, antirachitique, tonique,
émolliente, antiasthmatique et antirhumatismal. L’écorce est fébrifuge et anti-
inflammatoire pour le tube digestif (Kaboré et al., 2011).

1.2.3. Utilisations alimentaires

Les feuilles sont quotidiennement utilisées par les populations tant rurales qu'urbaines.
Elles servent a faire la sauce a I'état frais ou sec et réduit en poudre. Elles peuvent
aussi étre associées a d’autres mets tels que le couscous de fonio. Les jeunes
plantules et racines sont mangées comme des asperges (Taita et al., 2005). La pulpe
du fruit est couramment utilisée dans la préparation de boissons (exemple du jus de
teedo au Burkina Faso) ou de gruau a base de céréales (Chadare et al., 2009). Par

ailleurs, la pulpe est fermentée seule ou en combinaison avec les céréales (Chadare et
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al., 2009). Quant aux graines de baobab, elles sont le plus souvent fermentées puis
séchées pour étre utilisées comme condiment. Elles peuvent également étre séchées
puis réduites en poudre pour étre utilisées comme épaississant dans la préparation de
mets (Chadare et al., 2009). Les amandes obtenues aprés décorticage des graines,

sont soit grillées ou pilées pour faire la sauce (Chadare et al., 2009).

1.3. Fermentation alimentaire traditionnelle en Afrique

La préparation et la consommation des aliments fermentés datent depuis la période de
la préhistoire. Dans plusieurs pays africains, la fermentation était a Il'origine une
méthode de conservation des aliments en prévision des saisons maigres (Dirar, 1993).
Différents types de produits fermentés sont connus dans ces pays (Tableau V) et
constituent une part importante dans lalimentation des populations (Odunfa et
Oyewole, 1998). Certains de ces produits sont utilisés comme des plats de résistance,
d’autres comme des boissons ou des condiments. Les aliments fermentés servis
comme repas ou boissons tels que le gari, I'ogi, le mahewu et le kaffir sont
généralement préparés a partir de matiéres premieres riches en hydrates de carbone.
Les condiments tels que le soumbala, le bikalga, I'ugba, I'ogiri sont généralement des
produits obtenus a partir de la fermentation de graines riches en protéines. Ces
condiments constituent d’excellentes sources de protéines et de vitamines (Odunfa et
Oyewole, 1998). De nos jours, la fermentation des aliments vise plusieurs objectifs
(Odunfa et Oyewole, 1998) parmi lesquels :

-'amélioration des caractéristiques sensorielles par le développement de composés
aromatiques divers et le changement de texture ;

-'amélioration de la valeur nutritionnelle par la dégradation des macromolécules (les
protéines, les hydrates de carbone, les lipides) en sucres, en acides aminés et en
acides gras essentiels faciles a digérer ;

-'amélioration de la qualité hygiénique et sanitaire (synthése de substances
antimicrobiennes inhibitrices des germes pathogenes, absence de toxines, élimination

partielle et/ou compléte de facteurs antinutritionnels) ;
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-la diminution du temps de cuisson et de ce fait la quantité d’énergie nécessaire a la

fermentation des substrats alimentaires.

Tableau V : Exemples d’aliments fermentés alcalins

Nom Matieres Pays/ Principaux microorganismes Références
premieres régions
Maari Graines de Burkina  B. subtilis, B. pumilus Ent. faecium, Parkouda et al.,
baobab Faso Ent. casseliflavus P. acidilactici 2010
Dikouanyo (Adansonia Benin Bacillus spp., lactic acid bacteria Chadare et al.,
uri digitata) 2010
Soumbala Burkina  B. subtilis, B. pumilus, B. cereus, Ouoba et al,
Faso B. sphaericus, Brevibacillus 2004; Sarkar et
borstelensis, B. thuringiensis, B. al., 2002
licheniformis, B. megaterium,
Afitin, Iru Benin B. subtilis, B. licheniformis, B. Azokpota et al.,
Graines de néré cereus, Staphylococcus spp. 2006
Netetu (Parkia Senegal B. licheniformis, B. coagulans, B. Ndir et al., 1994;
biglobosa) subtilis, B.pumilus, Staphylococcus Ndir et al., 1997
spp. Micrococcus spp.
Dawadawa Nigeria B. subtilis, B. pumilus, B. Jideani et
(lru) licheniformis,  B.  brevis, B. Okeke, 1991;
megaterium, Leuconostoc spp. Odunfa et
Oyewole, 1986
Bikalga Graine d’Hibiscus Burkina B. subtilis, B. licheniformis, B. Ouoba et al.,
sabdariffa Faso cereus, B. pumilus, B. badius, 2007
Brevibacillus bortelensis, B.
sphaericus, B. fusiformis,
Staphylococcus spp.
Okpehe (Prosopis Nigeria  B. subtilis, B. licheniformis, B. Oguntoyinbo et
africana) pumilus, B. megaterium, B. cereus, al., 2007
Staphylococcus epidermidis,
Micrococcus luteus
Soy- Ghana B. subtilis, B. pumilus, B. Dakwa et al.,
dawadawa Graines de soja licheniformis, B. cereus, B. firmus 2005
Soyadawa (Glycine max) Nigeria  B. subtilis, B. licheniformis, B. Dike et Odunfa,
dawa circulans, B. pumilus, B. 2003
metaterium, Staphylococcus
epidermidis,
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1.4. Le maari

Le maari est un produit obtenu par fermentation naturelle des graines de Adansonia
digitata et utilisé comme condiment des sauces dans les régions du nord et du sahel du
Burkina Faso. |l est connu sous le nom de issai ou dadawa Higgi au Nigéria
(Nkafamiya et al., 2007) et de dikouanyouri au Bénin (Chadare et al., 2009). Au
Burkina Faso, le maari (appellation fulfuldé) ou teed-bikalgo (appellation mooré) est un

condiment utilisé dans plusieurs mets tels que les sauces, les soupes et le riz.

1.4.1. La technologie de production du maari

La technologie de production du maari suit les étapes suivantes (Figure 3) :

-le nettoyage des graines : les graines de baobab sont manuellement triées pour
enlever les cailloux et les diverses impuretés. Ensuite, elles sont légérement
décortiquées au mortier pilon ; ce décorticage permet de débarrasser la fine enveloppe
qui entoure les coques. Le son et les impuretés légeres (glumes, résidus de paille...)
sont alors éliminés par vannage. Pour parfaire le nettoyage, les graines subissent 2 ou
3 lavages successifs. Au cours de ces lavages, les graines immatures, perforées et les
autres impuretés légéres qui surnagent dans I'eau sont éliminées. Ce nettoyage permet
d’obtenir un produit fini de bonne qualité hygiénique et organoleptique (Compaoré,
2009).

-la cuisson des graines : apres le nettoyage, les graines sont cuites a I'eau dans une
marmite pendant 6 a 12 heures en fonction de lintensité du feu (tiges de mil ou de
fagots de bois). De la potasse traditionnelle (lyxifiats de cendre) est ajoutée aux graines
pendant la cuisson. Ce produit alcalinisant a été obtenu a partir de la cendre de tiges de
millet par des techniques traditionnelles. Son ajout a pour but d’accélérer la cuisson,
mais aussi de parfaire le nettoyage des graines en provoquant un débordement de
mousse qui renfermerait des impuretés légeres. Les graines sont cuites jusqu’a
évaporation compléte de I'eau et présentent alors des coques éclatées qui laissent
apercevoir 'amande. Les graines cuites peuvent étre facilement broyées a la main.La

longue période de cuisson observée pendant la préparation du maari a également été
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observée pendant la fermentation des graines de Hibiscus sabdarifa pour la production
du Bikalga (Parkouda et al., 2008) ou les graines sont cuites pendant 12 a 24h. Elle est
également comparable a celle des graines de Parkia biglobosa pour la production du
soumbala (Diawara et al., 1992) ou les graines sont cuites une premiere fois pendant

24 a 40 heures, décortiquées, puis cuites une seconde fois pendant 1 a 2 heures.

Graines de baobab
}
Nettoyage (triage, vannage)
!
Cuisson avec ajout de potasse
traditionnelle (6-12h)
l

1°"® fermentation (48 h)
I
Pilage
!

Malaxage avec ajout de potasse

l

2°M¢ fermentation (40 h)
l
Séchage
!

Maari

Figure 3. Diagramme de production du maari (Compaoré, 2009)

Cependant dans le procédé décrit par Nnam et Obiakor (2003), les graines de baobab
sont cuites pendant une période beaucoup moins longue. Ce traitement thermique que
les graines subissent peut provoquer divers types de transformations des nutriments.
En effet la cuisson a l'eau entraine I'hydrolyse des liaisons osidiques des di- et
polysaccharides des glucides (Ekpenyong et Borchers, 1980). Cette hydrolyse est
favorisée en milieu alcalin. Les traitements thermiques entrainent aussi la dénaturation
des macromolécules protéiques. Cette dénaturation est liée a la destruction de la
conformation native des protéines. Par cette dénaturation, les cuissons augmentent la

valeur nutritive des aliments (Stanley et Aguilera, 1985). Les inhibiteurs trypsiques
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sont également inactivés par la chaleur, ce qui augmente la digestibilité des protéines
(Ekpenyong et Borchers, 1980; Pilosof et al., 1982). La cuisson favorise également
'absorption d’eau. Ce phénomeéne est influencé par I'hydroscopicité des protéines
(Pilosof et al., 1982). Les coques des graines sont ainsi ramollies par I'’hydratation
créant de ce fait des conditions favorables a I'action des enzymes microbiennes. Les
lipides et les sels minéraux peuvent également subir des transformations lors de la
cuisson en milieu alcalin (Godon, 1996).

La cuisson a l'eau pourrait donc contribuer a augmenter la qualité nutritionnelle des
graines et a les rendre plus aptes a la consommation humaine (Camire et Clydesdale,
1981). En effet, Addy et al. (1995) de méme que Igboeli et al. (1997) ont montré que
la cuisson des graines de baobab en milieu alcalin entrainait une réduction importante
des substances antinutritives comme les inhibiteurs trypsiques, les inhibiteurs
amylasiques et les tanins dans les graines. Cette étape de cuisson pourrait aussi
contribuer a sélectionner les microorganismes thermorésistants tels que les spores de
Bacillus spp. (Azokpota et al., 2006 ; Ouoba et al., 2007).

-La fermentation : aprés la cuisson, on laisse refroidir les graines pendant quelques
temps avant la fermentation. Cette fermentation qui dure 88 heures a lieu en deux
phases : une premiére phase qui dure 48 heures suivie d’'une seconde phase de 40
heures. Pendant la premiere phase, les graines aprés refroidissement sont mises dans
un récipient couvert (marmite ou plat) et laissées en fermentation pendant 48 heures
dans une cuisine ou dans une salle. Au cours de la fermentation, le récipient contenant
les graines en fermentation est déplacé au soleil ou les graines sont remuées a
plusieurs reprises. Cette fermentation solaire dure 3 a 4 heures et entraine un pré-
séchage des graines, puis le récipient est ramené dans la cuisine (ou la salle) et la
fermentation se poursuit. La premiére fermentation est caractérisée par un
assombrissement de I'amande des graines et le dégagement d'une forte odeur
complexe caractéristique. Aprés cette étape, les graines fermentées sont broyées par
pilage au mortier-pilon puis malaxées avec de la potasse (lyxifiats de cendre) et de
l'eau. La pate obtenue est alors laissée a fermenter pendant environ 40 heures dans la
cuisine. Comme les graines pendant la premiére phase de la fermentation, la pate est
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également pré-séchée au soleil pendant quelques heures. A la fin de cette seconde
fermentation on note le dégagement d’une trés forte odeur caractéristique.

-Le séchage de la pate fermentée: aprés la fermentation, la pate est séchée au soleil
sur une meule ou dans une assiette. Le séchage dure de 1 a 4 jours en fonction de
'ensoleillement pour donner le maari final (Figure 4). Dans certains sites de production
a Toulfé (Village situé au Nord du Burkina), le produit séché est pilé de nouveau avec
adjonction d’eau et cuite a la vapeur sous forme de grosses boules pendant environ 15
minutes; cette étape facultative a pour objectif d’améliorer la qualité du produit fini selon
les productrices. Aprés ces étapes, le maari est prét a 'emploi. Il est de couleur sombre
et est vendu en tas de 25 francs CFA sur la place des marchés. Contrairement au
soumbala qui est directement utilisé dans les repas, le maari est d’abord trempé dans
de l'eau chaude pendant quelques minutes. Puis I'extrait aqueux est utilisé pour la
préparation des sauces. Il est préparé avec la plupart des condiments locaux : feuilles
d’'oseille, feuilles de baobab, feuilles de haricot, etc.

- - .--lh-"l-'j

Figure 4. Maari seché (Compaoré, 2009)
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1.4.2. Valeur nutritive du maari

Le maari constitue une source importante de protéines (22,20% MS). Il contient 42-55%
d’hydrates de carbone, 5-14% de sels minéraux, 14-31% de lipides et fournit 413-534
Kcal/100 g de matiere seche (MS). Le maari contient du calcium (0,57 mg/ 100 g MS),
phosphore (303,00 mg/ 100 g MS), du potassium (0,77 mg/ 100 g MS), du fer (0,55 mg/
100 g MS), du zinc (1,80 mg/ 100 g MS), du cuivre (0,02 mg/ 100 g MS) et des traces
d’'iode (Nnam et Obiakor, 2003).

1.4.3. Changements physico-chimiques au cours de la fermentation

Evolution du pH durant la fermentation : il a été observé une augmentation du pH
(de 6,73 a 7,34) au cours de la fermentation due a lactivité protéolytique des
microorganismes responsables de la fermentation qui dégradent les protéines en
peptides puis en acides aminés. Ces acides aminés sont utilisés par les
microorganismes comme une source de carbone et d’énergie (Allangheny et al.,
1996). Une partie de ces acides aminés est dégradée pour produire des composés tels
que le NHs, responsable de laugmentation du pH (lbrahim et Antai, 1986 ;
Allangheny et al., 1996). Il existerait donc dans les graines en fermentation des
bactéries capables de réaliser la protéolyse et donc productrices de protéases telles
que les souches de Bacillus spp. généralement responsables de ce phénomene
(Odunfa, 1983 ; Allanghenry et al., 1996; Ouoba, 2003).

Evolution de la température durant la fermentation : la température augmente
légérement durant la fermentation (34°C en moyenne), liée a une production de
chaleur liée a la fermentation.

Le taux de protéines : Nnam et Obiakor (2003) ont rapporté une diminution du taux
de protéines de 25,45% a 22,20%. Cette baisse serait due a 'augmentation du nombre
de microorganismes qui utilisent les protéines pour leur métabolisme.

Le taux de lipides : une augmentation du taux de lipides de 18,9 a 30,6% a eté aussi
rapportée par Nnam et Obiakor (2003) et serait due a I'accroissement de I'activité des
lipases qui hydrolysent les lipides en glycérol et en acide gras (Odunfa, 2003). Les
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acides gras pourraient étre utilisés pour la synthése de nouveaux lipides (Nnam et
Obiakor, 2003).

Evolution des sels minéraux : d'une fagon générale, la fermentation augmente la
concentration en éléments minéraux particulierement le calcium, le zinc, le phosphore,
le fer, le cuivre et le potassium (Nnam et Obiakor, 2003). Cette augmentation est
imputable aux activités métaboliques des microorganismes qui hydrolysent les
complexes métal-phytate pour libérer les minéraux. (Fardiaz et Markakis, 1981).
L’augmentation des éléments minéraux pourrait également étre la consequence de
'hydrolyse des acides oxaligue et phytique (Uwaegbute, 1996). La potasse
traditionnelle est ajoutée au cours du processus de fermentation et pourrait aussi étre
une source de sels mineraux (Ouoba, 2003).

La teneur en glucides totaux: le taux de glucides totaux diminue durant la
fermentation (de 48,07 a 42,62%, Nnam et Obiakor, 2003). Cela serait di a l'utilisation
des sucres simples comme source d’énergie par les microorganismes (Achinewhu,
1986) ou comme source de carbone pour la synthése d’autres composés (Kazanas et
Fields, 1981). Il est connu que les enzymes amylolytiques hydrolysent 'amidon et les
oligosaccharides en sucres simples solubles facilement utilisables (Kazanas et Fields,
1981).

Evolution des facteurs antinutritionnels : Nnam et Obiakor (2003) ont rapporté la
baisse de la concentration des facteurs antinutritionnels au cours de la fermentation. La
baisse de la concentration en tannins s’expliquerait soit par I'hydrolyse des composés
polyphénoliques en composés simples par la polyphenol oxydase ou bien par la
dégradation des complexes de tannins (tannin-protéine, tannin-amidon, tannin-fer)
libérant ainsi les nutriments (Obizoba et Atti, 1991). La concentration en phytates
diminue au cours de la fermentation, due a 'augmentation de l'activité des enzymes
dephosphorylantes avec formation de l'inositol et de I'acide phosphorique (Fardiaz et
Markakis, 1981).
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1.4.4. Les microorganismes associés a la fermentation

Comme lindique le tableau VI, la fermentation des graines de baobab est initiée par les

bactéries aérobies mésophiles (BAM) avec comme espéces dominantes les Bacillus

subtilis (82% de la flore totale du maari). Aucune bactérie lactique n’a été observée au

début de la fermentation. Cependant apreés 24 h de fermentation, Enterococcus faecium

commence a se développer et demeure jusqu’a la fin comme espéce dominante.

Tableau VI: Evolution des microorganismes au cours de la fermentation du maari

Temps de fermentation 1°fermentation 2°fermentation ~ Maari
(heures) 0 6 12 24 36 48 72 88 séché
BAM, log (ufc BAM/g) 22 28 6,1 83 87 91 98 99 10
% BAM :

Bacillus subtilis 82 91 100 86 79 51 50 40 13
Bacillus pumilus - - - 5 - - - - 44
Bacillus licheniformis - - - - - 6 - - -
Bacillus megaterium - - - - - 6 - - -
Bacillus circulans - - - - - - - - -
Bacillus cereus - - - - - - - - 43
Lysinibacillus sphaericus - - - - 7 - - - -
Staphylococcus

gallinarum - - - - - 37 16 - -
Staphylococcus sciuri 18 9 - 9 7 - 17 60 -
Acinetobacter

calcoaceticus - - - - 7 - - - -
Corynebacterium sp. - - - - - - 17 - -
log (ufc BAL/g) - - - 45 63 79 96 99 9,9
% BAL:

Enterococcus

casseliflavus - - - - - - 10 - 17
Enterococcus faecium - - - 100 100 100 90 100 83

-absence de colonies ; Source :

Parkouda et al., 2010

Hormis les espéces B. subtilis et Ent. faecium étant identifiées comme especes

dominantes respectives du début et de la fin de la fermentation, dautres
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microorganismes dits secondaires tels que B. pumilus, B. licheniformis, B. megaterium,
B. circulans, B. cereus, Lysinibacillus sphaericus, Staphylococcus gallinarum,
Staphylococcus sciuri, Acinetobacter calcoaceticus, Corynebacterium sp. et Ent.
casseliflavus ont été identifiés au cours de la fermentation des graines de baobab.

Le maari séché (produit final de la fermentation) contient des souches de B. subtilis
(13% des bactéries aérobies mésophiles), B. pumilus (44% des bactéries aérobies
mésophiles), B. cereus (43% des bactéries aérobies mésophiles), Ent. Casseliflavus
(17% des bactéries lactiques) et Ent. faecium (83% des bactéries lactiques) (Parkouda
et al., 2010).

La longue cuisson subie par les graines avant la fermentation constitue un systeme de
sélection des microorganismes. Les bactéries du genre Bacillus sont favorisées due a
leur capacité a sporuler et a la résistance de leurs spores a la chaleur. Les autres
microorganismes proviendraient de I'environnement de production notamment I'air, les
mains, les paniers, les sacs plastiques utilisés pour recouvrir les graines a fermenter
(Ouoba, 2003).

1.4.4.1. Les bactéries du genre Bacillus

La fermentation spontanée des graines de baobab est fortement dominée par les
bactéries lactiques aussi bien que les bactéries du genre Bacillus (Parkouda et al.,
2010).

Les bactéries du genre Bacillus de la famille des Bacillaceae représentent les bactéries
sporulées aérobies les plus largement répandues dans les sols, les eaux naturelles, I'air
ou elles participent a plusieurs transformations chimiques. Les espéces sont tres
nombreuses et de propriétés variées. Il existe environ une centaine connues (Sander et
al., 2003). La souche B. Sutilis est considérée comme l'espéce type du genre Bacillus
(Harwood, 1989). Les Bacillus sont des batonnets de diverses tailles formant des
colonies de formes variées. Leur habileté a sporuler leur permet de tolérer des
conditions nutritionnelles pauvres (Doi, 1989). Elles sont Gram positives au cours de la
phase exponentielle de croissance, catalase positive pour la plupart, oxydase positive
ou négative, aérobies ou anaérobies facultatives, psychrophiles, mésophiles ou
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thermophiles, immobiles ou mobiles par cils péritriches (Claus et Berkeley, 1986).
Elles sont hétérotrophes et tirent leur énergie d’'une large gamme de composés
organiques par fermentation ou respiration. Le genre Bacillus regroupe a la fois des
bactéries pathogénes pour 'lhomme, les plantes et les animaux tels que B. anthracis, B.
thuringiensis, B. cereus, B. Sphaericus et des bactéries non pathogénes participant a
plusieurs types de fermentations traditionnelles et industrielles (Green et al., 1999 ;
Ouoba, 2003).

Diverses espéeces de Bacillus ont été isolées sur les graines de Adansonia digitata, de
Parkia biglobosa et sur les graines d’Hibiscus sabdariffa fermentées au cours de la
préparation respective du maari, du soumbala et du bikalga. Les plus citées sont B.
subtilis, B. licheniformis et B. pumilis avec comme espéce prédominante B. subtilis
(Parkouda et al., 2010 ; Odunfa, 1985 ; Ibrahim and Antai, 1986 ; Diawara et al.,
1992 ; N'dir et al., 1997 ; Ouoba, 2003 ; Ouoba et al., 2007). Cette derniére espece
assure la protéolyse et la lipolyse indispensable a la genése d’arbmes caractéristiques.
Les Bacillus sont également impliquées dans la fermentation du kishk, produit fermenté
a base de farine et de lait (Bourgeois et Larpent, 1996).

Certaines bactéries du genre Bacillus (principalement B. subtilis) sont aptes a produire
des substances antimicrobiennes telles que la subtiline, la colimicyne, la polymixine et
des enzymes telles que les protéases, les amylases (Lopez et al., 1994 ; N'dir et al.,
1997). L'espéce B. thuringiensis est un pathogéne des insectes (moustiques), elle
excréte un cristal protéique larvicide (Buchaman and Gibson, 1975). Les bactéries du
genre Bacillus peuvent synthétiser une diversité de vitamines dont la thiamine, la
riboflavine et la biotine (O’Toole, 1999). Certaines souches excrétent des
polysaccharides (levanes) sur des substrats contenant le sucrose ou le raffinose. C’est
ce qui donne a certains produits fermentés une texture gluante caractéristique
(Laokolé, 1994 ; Bourgeois and Larpent, 1996).

Certaines espéces de Bacillus comme B. cereus sont des pathogenes potentiels pour
'homme de par leur production de toxines et d’enzymes lytiques. Elles sont donc a
contrbler au cours de la fermentation des denrées alimentaires (Bourgeois and
Larpent, 1996 ; Buchaman and Gibson, 1975).
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1.4.4.2. Les bactéries lactiques

Les bactéries lactiques (BAL) sont des bactéries a Gram-positif qui regroupent les
genres bactériens suivants : Lactobacillus, Bifidobacterium, Leuconostoc, Lactococcus,
Enterococcus, Streptococcus, Pediococcus, Carnobacterium, Oenococcus, Weissella,
Aerococcus, Tetragenococcus et Vagococcus (Dortu and Thonart, 2009).

Ces bactéries peuvent avoir des formes de batonnet ou de coque, sont immobiles et ne
sporulent pas. Elles ont également un métabolisme aérobie facultatif et ne produisent
pas de catalase. Les bactéries lactiqgues ont en commun la capacité de fermenter les
sucres en acide lactique. Certaines sont dites homo-fermentaires car elles produisent
trés majoritairement de I'acide lactique alors que d’autres sont dites hétéro-fermentaires
et produisent de l'acide lactique en méme temps que d’autres composés (acétate et
éthanol en général). Les bactéries lactiques sont ubiquistes et on les trouve dans
différentes niches écologiqgues comme le lait et les produits laitiers, les végétaux, la
viande, le poisson, les muqueuses humaines et animales et dans le tractus digestif
(Drouault and Corthier, 2001).

Les bactéries lactiques utilisées dans I'alimentation sont considérées comme non
pathogénes et se voient attribuer le qualificatif anglo-saxon d’organismes GRAS
(Generally Regarded As Safe) (Klaenhammer et al., 2005). Cependant, quelques
membres du genre Streptococcus et Enterococcus ainsi que d’autres bactéries
lactigues sont considérées comme pathogenes. Elles sont utiles a I'’homme
(Desmazeaud, 1996) et sont utilisées pour la fabrication et la conservation de
nombreux aliments. Ferments par excellence du lait, les bactéries lactiques sont
impliqués dans diverses transformations alimentaires. On les retrouve dans la
fermentation des légumes, du manioc (gari, fufu, cassava...) et des céréales comme le
mais pour la préparation du mahewu, du kenkey, de I'akasa, du pito, du kaffir, de I'ogi,
du mawe, etc. (Hounhouigan et al, 1993; Bourgeois and Larpent, 1996;
Desmazeaud, 1996) ou elles permettent de développer certaines caractéristiques
organoleptiques et d’augmenter la durée de conservation. En effet, les bactéries

lactiques produisent de nombreux métabolites aux propriétés antimicrobiennes tels que
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les acides organiques, le peroxyde d’hydrogéne, le dioxyde de carbone, la reutérine, le
diacétyl et les bactériocines.

1.5. La nécessité d’optimiser le processus de production du maari

Le maari constitue une source importante de protéines dans l'alimentation. Cependant
comme la plupart des aliments fermentés en Afrique, la production est toujours
traditionnelle avec des équipements rudimentaires et une fermentation incontrélée qui
entraine des variations aussi bien de la stabilité que de la qualité du produit (Sanni,
1993 ; Diawara et al., 1998). Le maari est aussi confronté a une concurrence venant
des assaisonnements importés bien que la teneur en calorie et la valeur nutritionnelle
de ces produits soient faibles (Diawara et al., 1998). Une amélioration de la production
est donc nécessaire afin de procurer aux populations du maari de meilleure qualité
nutritionnelle et d’obtenir un produit commercialement attractif capable de concurrencer
les assaisonnements importés. Les objetifs précités peuvent étre réalisés en optimisant
la production de la maniere suivante (Sanni, 1993) :

-des parameétres de production tels que la température, 'humidité, 'aération, la quantité
de substrats a utiliser peuvent étre modifiés afin d’améliorer la qualité et le temps de
production ;

-la mise au point de starters: les microorganismes doivent étre sélectionnés pour
conduire une fermentation donnant un produit désirable. Ce point est I'intérét méme de
la presente thése et sera abordé plus tard ;

-des équipements modernes adaptés et une production industrielle (a petite échelle
dans un premier temps) doivent étre envisageés. Le matériel doit étre muni de conditions
de maintenance, de fiabilité et d’hygiéne bien définies ;

-un systéme de qualité doit étre appliqué a la production avec a I'appui une formation

du personnel en matiere de conditions hygiéniques et d’utilisation de I'équipement.
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1.6. Avantages de l'utilisation de starter pour la fermentation des graines de
baobab

La production du maari impligue une fermentation spontanée et incontrélée comme la
plupart des aliments fermentés en Afrique, entrainant souvent une variation de la qualité
et de la stabilité du produit fini (Sanni, 1993). Un des facteurs contribuant a
'optimisation du processus de production est l'utilisation de cultures attestées et
effectives de starter. Celles-ci garantissent la qualité et la stabilité nutritionnelle et
organoleptique du produit ainsi qu’une réduction du temps de fermentation (Odunfa
and Adewuyi, 1985). La fermentation des produits africains est souvent réalisée par un
consortium de plusieurs microorganismes. Pour cela, la sélection de starters doit passer
par l'isolement et l'identification des microorganismes associés a la fermentation. La
variabilité de la culture microbienne doit étre notée et le réle de chaque microorganisme
proprement déterminé. Des essais de fermentation doivent étre réalisés avec de la
matiére premiere appropriée afin d’évaluer la performance des microorganismes et de
décrire leurs propriétés technologiques (Sanni, 1993).

Selon Holzapfel (1997), une culture starter peut étre définie comme une substance ou
une préparation contenant des microorganismes adaptés, et pouvant étre ajoutée a un
substrat pour accélérer ou faciliter la maitrise du processus de fermentation et assurer
la qualité des produits. La maitrise du processus de fermentation consiste a favoriser
une flore utile au détriment d’'une flore indésirable afin de prévenir les risques sanitaires
chez les consommateurs. La particularité d’un starter est liée a la matiere premiere (lait,
viande, légumes, céréales, tubercules, etc.) et doit avoir quelques attributs potentiels
(Holzapfel, 1997) tels que :

-'amélioration de la valeur nutritive par un enrichissement biologique a travers par
exemple la biosynthése de vitamines, d’acides aminés essentiels et de protéines ;
-'amélioration des caractéristiques organoleptiques a savoir la saveur, I'arbme, la
texture, la consistance et I'apparence visuelle ;

-I'amélioration de la sureté toxicologique en dégradant les composés toxiques ;

-la capacité d’avoir des propriétés probiotiques contribuant ainsi a la santé ;
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-la capacité de réduire le temps de production par une accélération du temps de
fermentation.

En raison de la longue tradition et de leur haute performance, les starters utilisés dans
l'industrie laitiere servent de modéle ou d’exemple d’application des starters a d’autres
aliments. Le premier starter (Lactococcus lactis) a été simultanément introduit au
Danemark et en Allemagne en 1890 et a été utilisé pour la fermentation du lait dans la
production de fromage ou de yaourt (Holzapfel, 1997).

Les études de la fermentation du maari ont revelé que les Bacillus et les BAL étaient
responsables de la fermentation (Parkouda, 2010 ; Compaoré, 2009 ; Chadare et al.,
2010). Cependant les meilleures souches capables de conduire la fermentation n’ont

pas encore été sélectionnées.

1.7. Les bactériocines

1.7.1. Definition

Différentes définitions des bactériocines ont été données au cours du temps.
Cependant, la définition qui reste la plus largement acceptée est celle de
Klaenhammer (1988) qui définit les bactériocines comme des protéines, ou complexes
de protéines, avec une activité bactéricide contre des espéces proches de la souche
productrice.

Selon Jack et Ray (1995), les bactériocines sont des molécules de nature protéique,
synthétisées par voie ribosomique, secrétées dans le milieu extracellulaire et douées
d’'une activité bactéricide dirigée essentiellement contre des espéces taxonomiquement
trés proches de I'organisme producteur. Elles ont un optimum de stabilité, de solubilité
et d'activité a pH acide. Elles sont inactivées par les protéases et sont thermostables
(Jack et Ray, 1995).
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1.7.2. Classification

Les bactériocines représentent une large classe de substances antagonistes qui varient
considérablement du point de vue de leur poids moléculaire, de leurs propriétés
biochimiques, de leur spectre d’action et de leur mode d’action (Klaenhammer, 1988).
Selon leurs caracteristiques structurelles et d’activité biologique, quatre classes de
bactériocines ont été definies (Klaenhammer, 1993).

Classe | : les lantibiotiques : peptides de taille inférieure a 5 kDa, stables a la chaleur et
qui contiennent des acides aminés inhabituels soufrés formés post-traductionnellement,
c'est-a-dire la lanthionine, la B-méthyl lanthionine, la déhydrobutyrine et la
déhydroalanine. Exemples de lantibiotiques : la subtiline et la subtilosine A, produites
par B. subtilis ; la nisine produite par Lactococcus lactis subsp. lactis. Les séquences et
structures de la subtiline et de la subtilosine sont representées a la figure 5.

Classe Il : peptides de taille inférieure a 10 kDa, stables a la chaleur, ne contenant pas
d’acides aminés modifiés. Exemples : la coaguline et la thurincine H

Classe lll : protéines de taille supérieure a 30 kDa et sensibles a la chaleur. Ex:
I'helveticine J produite par Lactobacillus helveticus A, I'enterolysine A produite par Ent.
faecium, la megacine A-216 produite par B. megaterium 216.

Classe IV : peptides requérant une partie carbohydratée ou lipidique pour avoir une
activité. Aucune bactériocine de cette classe n’a été décrite.

Subtiline Subtilosine A

Dha =dehydroalanine; Dhb = dehydrobutyrine ; Abu = Acide 4-aminobutyrique
Figure 5. Structures de la subtiline et de la subtilosine (Abriouel et al., 2010)
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1.7.3. Domaines d’applications des bactériocines

1.7.3.1. Le typage bactérien

L'utilisation des bactériocines a permis l'identification de Pseudomonas aeruginosa (Pitt
and Gaston, 1995) ainsi que la différenciation des souches de Shigella (Merino et al.,
2000).

1.7.3.2. Domaine alimentaire

L'utilisation des bactériocines dans le domaine alimentaire est avantageuse non
seulement a cause de leur large spectre d’activité, mais aussi parce qu’elles sont non
toxiques, facilement dégradables par les enzymes digestives et ne compromettent pas
la prise des médicaments (Ryan et al., 1998). Du fait qu’elles sont des substances
naturelles, 'emploi des bactériocines permettrait d’avoir des produits plus sains et
réduirait I'utilisation des agents chimiques de conservation (Harlander, 1993 ; Galverz
et al., 2007). Malgré le fait que la majorité des bactériocines soit des substances
naturelles non toxiques, seule la nisine est reconnue jusqu’a maintenant comme «
GRAS » (Generally Recognized As Safe) (Delves-Broughton, 1990). Ainsi, la nisine
est utilisée comme additif dans les aliments en conserves, notamment dans les produits
laitiers, les soupes et les poudings a base de céréales. Par ailleurs, Rayman et al.
(1981) ont démontré que l'interaction synergique entre la nisine et les nitrites contre les
spores de Clostridium botilinum permettrait de réduire 'emploi de ces substances
cancérigenes. A ce jour, plus de 45 pays ont approuvé l'utilisation de la nisine comme
agent de conservation, ce qui fait de la nisine la bactériocine la plus utilisée a travers le
monde (Riley et Wertz, 2002). Tout comme la nisine, l'utilisation de la pédiocine dans
la conservation des viandes, des salades et du fromage a été brevetée en Europe
(Chen et al., 1997).
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1.7.3.3. Domaine de la médecine humaine et vétérinaire

L'utilisation des bactériocines n’est pas restreinte au domaine alimentaire. Par leurs
caractéristigues mentionnées précédemment, les bactériocines ont été énormément
appréciées comme étant des agents de thérapie naturelle, alternative aux antibiotiques,
puisque l'effet inhibiteur des bactériocines pourrait réduire les effets nocifs engendrés
par I'antibiothérapie. Quelques lantibiotiques sont utilisables dans les applications
médicales pour I'espéce humaine et animale. L’épidermine produite par Staphylococcus
epidermidis (Allgaier et al., 1986) est active contre Propionibacterium acnes, qui cause
'acné. Ce lantibiotique est utilisé dans la thérapie pour remplacer 'usage habituel de
I'érythromycine et de la vitamine A. Cette application montre plusieurs avantages tels
que l'absence de résistance aux lantibiotiques et leur faible colt de production par
rapport aux antibiotiques. La nisine, quant a elle, peut étre utilisée dans le traitement
des ulceres gastriques vu sa stabilité aux pHs acides et son activité contre Helicobacter
pylori (De Vuyst et Vandamme, 1993). Trois autres bactériocines produites par
Lactobacillus johnsonii LA1, Lactobacillus casei YIT 9029 et Lactobacillus amylovorus
DCE 471 ont montré une activité inhibitrice contre 'agent pathogéne gastrique humain
Helicobacter pylori qui cause des ulceres gastriques (Avonts et De Vuyst, 2001). La
Cinnamycine produite par différentes souches de Streptomyces spp. est impliquée dans
limmunité humaine (prolifération des leucocytes) et la régulation de la pression du sang
avec l'intervention de phospholipase A2 et 'enzyme de conservation de I'angiotensine.
De plus, ce groupe peut étre impliqué aussi dans la protection contre le virus Herpes
simplex (Avonts et De Vuyst, 2001).

L’utilisation d’une bactériocine a la place d’un antibiotique, par intermittence, aiderait a
détruire les populations résistantes. Les ionophores antibiotiques ont un trés large
spectre d’action, donc ils peuvent agir sur a peu prés la moitié de la flore naturelle
trouvée dans le rumen des bovins, alors que les bactériocines sont par contre
extrémement spécifiques, ce qui permet, par exemple, de cibler seulement les bactéries
qui dégradent des protéines alimentaires ou seulement celles qui produisent du
méthane. Un autre avantage qui s’ajoute, tient au fait que les bactériocines sont des

protéines non toxiques qui se digerent facilement. Comme elles sont digérées par
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'animal, il N’y a aucun risque qu’il reste des résidus dans la viande ou le lait. Par contre,
les ionophores antibiotiques classiques ne sont pas digestibles, sont trés toxiques et

doivent étre manipulés et administrés avec précaution.

1.7.3.4. Domaine agricole

La protection des plantes contre les microorganismes phytopathogenes ainsi que la
préservation des semences sont les objets de I'exploitation des bactériocines en
agriculture. Dans ce cas, les substances antibactériennes et les substances
antifongiques seront associées afin de lutter contre les ravageurs phytopathogénes
(Paik et al., 1997).

1.7.4. Microorganismes producteurs de bactériocines
De nombreuses souches bactériennes, a Gram positive et a Gram négative ont été

décrites pour leurs capacités a produire des bactériocines (Tableau VII).

Tableau VIl : Quelques microorganismes producteurs de bactériocines

Bacteriocines Poids moléculaire Microorganismes Références

(kDa) producteurs
Class |
(lantibiotiques)
Subtiline 3,34 Bacillus subtilis Banerjee et Hansen, 1988
Subtiline B 3,42 Bacillus subtilis Chan et al., 1993
Subtilosine A 3,39 Bacillus subtilis Zheng et al., 1999
Mersacidine 1,82 Bacillus subtilis Bierbaum et al., 1995
Sublancine 168 3,88 Bacillus subtilis Paik et al., 1998
Ericine S 3,44 Bacillus subtilis Stein et al., 2002
Ericine A 2,98 Bacillus subtilis Stein et al., 2002
LFB112 6,3 Bacillus subtilis Xie et al., 2009
Class i
Thuricine 17 3,16 Bacillus thuringiensis ~ Gray et al., 2006
Thurincine H 3,14 Bacillus thuringiensis Lee et al., 2009
Thuricine S 3,14 Bacillus thuringiensis ~ Chehimi et al., 2007
Bacthuricine F4 3,16 Bacillus thuringiensis ~Kamoun et al., 2005
Cereine 7A 3,94 Bacillus cereus Oscariz et Pisabarro, 2000
Cereine 7B 4,89 Bacillus cereus Oscariz et al., 2006
Class llI
Megacine A-216 32,85 Bacillus megaterium  Kiss et al., 2008
Megacine A-19213 39 Bacillus megaterium  Von Tersch et Carlton, 1983
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CHAPITRE Il :

MATERIELS ET METHODES
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2.1. Matériels

2.1.1. Les souches bactériennes et les conditions de culture

-Les souches testées : la présente étude a porté sur 9 souches dominantes de
bactéries lactiques et 10 souches dominantes de bactéries aérobies mésophiles,
isolées au cours de la fermentation traditionnelle des graines de baobab au Burkina
Faso (Compaoré, 2009) puis identifiées par Parkouda et al. (2010). Les souches de
bactéries lactiques comprennent 5 souches Enterococcus faecium (L9, L104, L117,
L134, L154), 2 souches Enterococcus casseliflavus (L142 et L152) et 2 souches de
Pediococcus acidilactici (L169 et L87).

Quant aux bactéries aérobies mésophiles, elles comprennent 4 souches de B. subtilis
(B3, B55, B122, B222), 2 souches de B. pumilus (B47, B360), 2 souches de
Lysinibacillus sphaericus (B371 et B455), une souche de B. circulans (B288) et une
souche de B. megaterium (B317).

-Les souches indicatrices : Les tests d’activité antimicrobienne ont été réalisés sur
des microorganismes indicateurs (Tableau VIII) offerts par le Department of Food
Science, Food Microbiology de I'Université de Copenhague (Danemark).

-Les souches de references : Bacillus subtilis subsp. spizizenii DSM 15029 et B.
subtilis subsp. subtilis DSM 10 (ATCC 6051), utilisées comme références dans les
essais de PCR et de fermentation des graines, sont également la propreté de
I'Université de Copenhague.

Toutes les souches de bactéries lactiques utilisées ont été conservées sous forme de
stocks congelés a -80°C dans un mélange de bouillon MRS 80% (V/V) (Oxoid CM0359,
Basingstoke, Hampshire, England) et de glycérol 20% (V/V). Avant leur utilisation, les
souches de bactéries lactiques ont été repiquées 2 fois dans un bouillon MRS puis
incubées a 37°C pendant 24 h.

Les autres souches bactériennes ont été conservées sous forme de stocks congelés a -
80°C dans un mélange de bouillon BHI 80% (V/V) (Oxoid CM0359, Basingstoke,
Hampshire, England) et de glycérol 20% (V/V). Avant leur utilisation, ces souches ont
été repiquées 2 fois dans un bouillon BHI puis incubées a 37 °C pendant 24 h.
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Tableau VIiI: Les bactéries indicatrices, leur code et leur origine

Souches indicatrices Codes Origines, references

Bacillus cereus MADM 1291 Bcll  Gateau d’anniverssaire (intoxication), Brésil
Bacillus cereus MADM 1561 Bcl4  Poulet préparé (intoxication), Brésil

Bacillus cereus NVH391-98 Bc98  Intoxication alimentaire, fourni par INRA, France®
Bacillus cereus 007525 BcOO  Ragoft (intoxication alimentaire)b

Bacillus cereus F4810-72 BcF Intoxication alimentaire®

Bacillus cereus NC7401 BcNC  Intoxication alimentaire®

Bacillus cereus Bal8H2 BcPA  Sonru®

Bacillus cereus C14 Gl Gergoush'

Bacillus cereus F16 G2 Gergoushf

Bacillus cereus 1.31 G3 Gergoush'

Bacillus cereus W2 G4 Gergoushf

Bacillus cereus W23 G5 Gergoush'

Bacillus cereus FOH1 G6 Afitin®

Bacillus cereusFOH3 G7 Afitin®

Bacillus cereusF6H7 GS8 Afitin®

Bacillus cereusF12H6 G9 Afitin®

Bacillus cereusBa48H3 G10  Sonru®

Listeria monocytogenes 057 Lml  Collection de culture de I’Université de Copenhague
Listeria monocytogenes 1.028 Lm2  Collection de culture de I’ Université de Copenhague
Listeria monocytogenes Scott A Lm3  Collection de culture de I’Université de Copenhague
Micrococcus luteus SKN 624 Ml Collection de culture de I’ Université de Copenhague
Salmonella Infantis SKN 557 Si Collection de culture de I’Université de Copenhague
Salmonella Oranienburg SKN 1157 So Collection de culture de I’ Université de Copenhague
Salmonella Nigeria SKN 1160 Sn Collection de culture de I’Université de Copenhague
Salmonella Thompson SKN 565 Sth Collection de culture de I’ Université de Copenhague
Salmonella Typhimurium SKN 533 Stl Collection de culture de I’Université de Copenhague
Salmonella Typhimurium SKN 1152 St2 Collection de culture de I’ Université de Copenhague
Salmonella Typhimurium SKN 1155 St3 Collection de culture de I’Université de Copenhague
E. coli 81 nr. 149 SKN 541 Ec Collection de culture de I’ Université de Copenhague

Yersinia enterocolitica 6A28 SKN 599 Yel

Yersinia enterocolitica 8A30 SKN 601

Ye2

Collection de culture de I’Université de Copenhague
Collection de culture de I’Université de Copenhague

Lund et al., 2000; "Stenfors et Granum, 2001; “Turnbull et al., 1979; “Agata et al., 1994; *Thorsen et

al., 2010; ‘Thorsen et al., 2011
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2.1.2. Les milieux de culture (solides et liquides)

Ce sont :

-Bouillon cceur-cervelle (BHI) (Oxoid CM0225, Basingstoke, Hampshire, England)
-Gelose cceur-cervelle (BHI) (Oxoid CM0375, Basingstoke, Hampshire, England)
-Bouillon Man, Rogosa, Sharpe (MRS) (Oxoid CMO0359, Basingstoke, Hampshire,
England)

-Gélose MRS agar (Oxoid CM0361, Basingstoke, Hampshire, England)

-Gelose Brillance Bacillus cereus (OXOID CM1036)

-Supplément SR0230E pour la Gelose Brillance Bacillus cereus (OXOID)

-Diluant (Oxoid CM0733, Basingstoke, Hampshire, England)

- Oxgall bile (Sigma-Aldrich, Pcode: 30209037, Steinheim, Germany)

Tous les milieux de culture ont été preparés en suivant respectivement les instructions

des fabricants.

2.1.3. Les tampons et les solutions

Ce sont :

-T.E. 10x : 100 mM Tris base ; 10 mM EDTA ; H20 distillée g.s.p 1 L. Ajusterle pH a 8
avec HCI et autoclaver 20 min a 120°C.

-T.B.E 10x : 108 g Tris base ; 55 g acide borique ; 7,44 g EDTA ; eau distillée g.s.p 1 I.
Ajuster le pH a 8,3.

-Solutions HCI et NaOH (1N) pour I'ajustement du pH.

-Solution de MgS0O4, 10 g/I

-Solution de MnSQy, 7,5 mg/I

-Solution de FeCls, 6,75 g/l

-1x PBS, Phosphate buffered saline

2.1.4. Les enzymes, les kits et les primers

Ce sont :

-Catalase du foie bovin (numéro de série C1345, Sigma -Aldrich),
-Papaine du latex de Papaya (numéro de série P2322, Sigma -Aldrich),
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-Protéase de Streptomyces griseus (numéro de série P2325, Sigma -Aldrich),
-Protéinase K de Tritirachium album (numéro de série P2548, Sigma -Aldrich)

-Trypsine du pancéas bovin (numéro de série P2328, Sigma -Aldrich)

-Tag DNA polymérase (Fermentas): enzyme utilisée pour les réactions d’amplifications
par PCR.

- Kit de purification de ’ADN QIA quick (Qiagen, Courtaboeuf, France)

2.1.5. Les graines de baobab

Les graines de baobab utilisées dans la présente étude proviennent de Toulfé, un
village de la commune de Titao, situé a environ 225 km au Nord de Ouagadougou.

2.1.6. Cadre de I'étude

Les experiences sur les bactéries aérobies mesophiles ont été realisées dans le
laboratoire de Microbiologie Alimentaire du Departement Sciences Alimentaires a
'Université de Copenhague (Danemark). Quant a I'etude sur les bacteries lactiques,
elle a été realisée dans le laboratoire de Microbiologie du Departement Technologie
Alimentaire (IRSAT/CNRST).

2.2. Protocoles des études réalisées

2.2.1. Etude de I'activité antimicrobienne des souches dominantes de Bacillus
spp.- et Lysinibacillus spp. isolées du maari

2.2.1.1. Préparation des inocula des souches de Bacillus spp. et Lysinibacillus
spp. isolées du maari

Les souches de Bacillus spp. et Lysinibacillus spp., conservées a -80°C dans du
glycérol, ont été repiquées sur la gélose Brain Heart Infusion broth (BHI) (Oxoid
CMO0225, Basingstoke, Hampshire, England) pendant 24 h d’incubation en aérobie a
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37°C. Pour chaque souche, un tube a essai contenant 10 ml de bouillon BHI stérile a
pH 7 a été inoculé avec une boucle de culture prélevée sur une colonie isolée sur la
gélose BHI puis a été mis a incuber a 37°C pendant 18 h. La culture obtenue a été
centrifugée a 5000 g/ 4°C pendant 15 min a l'aide d’une centrifugeuse réfrigérante
(Hettich Universal 30 RF). Le surnageant a été éliminé puis 10 ml de solution saline
constituée de 8,5 g/l NaCl et de 1,5 g/l bactopeptone (BD, France) a pH 7 ont été
ajoutés au culot. La concentration en cellules (ufc/ml) des suspensions bactériennes
obtenues a été déterminée par microscopie en utilisant une lame spéciale (Neubauer).
Des dilutions ont été ainsi effectuées en utilisant la solution saline pour obtenir la

concentration bactérienne desirée.

2.2.1.2. Préparation de I’extrait de culture

Chacune des souches de Bacillus spp. et Lysinibacillus spp. a été cultivée dans 50 ml
de bouillon BHI (Oxoid CM0225) a 37°C sous agitation a 120 tpm pendant 18 h. Le
surnageant a été récupéré par centrifugation a 10 000 g pendant 30 min a 4°C et ajusté
a pH 7 avec du NaOH 1N pour éliminer I'effet des acides organiques. L’extrait a été
ensuite filtré sur filtres Millipore stériles de diamétre 0,45 um. L’activité antimicrobienne
a été déterminée pour les 10 souches dominantes de Bacillus spp. et Lysinibacillus spp.

isolées du maari.

2.2.1.3. Essais de I'activité antimicrobienne en aérobie, en micro-aérobie et en

anaérobie

La méthode de diffusion en puits (Motta et Brandelli, 2002) a été appliquée pour
évaluer l'activité antimicrobienne des 10 souches dominantes de Bacillus spp. et
Lysinibacillus spp. isolées du maari contre 31 souches indicatrices. Les 31 souches
indicatrices ont été cultivées dans des tubes a essai contenant 10 ml de bouillon BHI
stérile a pH 7 et incubées a 37°C pendant 18 h. Un volume de 100 pl de la culture
obtenue (107 ufc/ml) a été mélangé dans une boite de Pétri avec 10 ml de gélose BHI.
Aprés solidification, 2 puits (diamétre 6 mm) par boite de Pétri ont été réalisés puis
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remplis avec 50 pl du surnageant filtré. Apres incubation des boites a 37°C pendant 24
h, les diamétres des zones d’inhibition apparaissant autour des puits ont été mesurés
en mm. Le bouillon BHI a pH 7 a été utilisé comme témoin négatif sur chaque boite de
Pétri. 3 répétitions ont été réalisées.

Le méme essai a été réalisé en incubant les boites de Pétri en anaérobiose (< 1%
oxygen, 9-13% CO.; Anaerogen, Oxoid) et en microaerobie (6% O, 12 % COy;
Campygen, Oxoid).

2.2.1.4. Effet des enzymes, du pH et de la chaleur sur I'activité inhibitrice

Les effets des enzymes, du pH et de la température sur I'extrait de culture ont été
réalisés en utilisant la méthode décrite par Cladera-Olivera et al. (2004).

L’effet du pH a été mis en évidence en variant le pH de I'extrait de culture a des valeurs
allant de 3 a 11 a 'aide de NaOH 1N et HCI 1N. Aprés incubation pendant 4 heures a
37 °C, lactivité antimicrobienne a été ensuite testée vis-a-vis de Bacillus cereus
NVH391-98 par la méthode de diffusion des puits. Le bouillon BHI, ajusté a pH 3, 4, 5,
6,7,8,9,10 et 11 a été utilisé comme contrble.

Pour la détermination de la thermorésistante de la substance inhibitrice, I'extrait de
culture a été soumis a un traitement thermique a 40 °C, 60 °C, 80 °C et 100 °C pendant
30 mn et a un cycle d’autoclavage a 121 °C pendant 15 minutes. Apres refroidissement
a 37°C, l'activité antimicrobienne a été vérifiée vis-a-vis de Bacillus cereus NVH391-98
par la méthode de diffusion des puits. Le bouillon BHI a pH 7 soumis au méme
traitement a été utilisé comme témoin.

La sensibilité de la substance inhibitrice aux enzymes a été testée en incubant a 37°C
pendant 2 h, I'extrait de culture de chaque souche additionné de I'enzyme a une
concentration finale de 1mg/ml. L’activité antimicrobienne a été ensuite vérifiée vis-a-vis
de Bacillus cereus NVH391-98 par la méthode de diffusion des puits. L’extrait de culture
non traité a été utilisé comme témoin. Les enzymes, provenant de Sigma-Aldrich,
comprennent : la catalase (numéro de série C1345), la papaine (numéro de série
P2322), la protéase obtenue de Streptomyces griseus (numéro de série P2325), la

protéinase K (numéro de série P2548) et la trypsine (numéro de série P2328).
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2.2.1.5. Determination du poids moléculaire des substances antimicrobiennes

20 ml de surnageant des souches B3, B122 et B222 ont été précipités en y ajoutant
50% w/v d’acide trichloracétique (TCA) pour obtenir une concentration finale de 11%
TCA. Aprés centrifugation a 15 000 g pendant 30 min a 4°C a l'aide de la centrifugeuse
Sorvall RC6, SS-34 (Norwalk, CT, USA), le culot a été lavé 2 fois dans 10 ml d’acétone.
Les protéines ont été ensuite solubilisées dans 100 pl d’'un mélange de solution (10 mM
MES, pH 6 et 1 mM EDTA) avant de tester leur activité antimicrobienne contre Bacillus
cereus NVH391-98 par la méthode de diffusion des puits. Les protéines ont été ensuite
séparées a l'aide du gel 20% RunBlue SDS-PAGE selon le protocole indiqué par le
fabricant. Le marqueur de protéine utilisé est Invitrogens Mark 12 (LC5677) (2,5-200
kDa). Apres migration, le gel a été coupé en deux parties.

La partie contenant I'échantillon et le marqueur de protéine a été traitée 1 heure durant
par une solution de bleu brillant Coomassie (Biorad) (Coomassie R-250 0,1 %, éthanol
40 %, acide acetigue 10 %) puis déteinte pendant 1 heure a l'aide d’une solution
contenant 7,5 % acide acetique et 10 % ethanol avant d’étre lavée dans 'eau pendant 4
heures. Le gel est enfin utilisé pour la détection directe de Il'activité antimicrobienne
contre Bacillus cereus NVH391-98 (Bizani et al., 2005).

La deuxieme partie du gel obtenu a subi une coloration a I'argent. Pour ce faire, le gel a
été trempé 1 h durant dans un mélange de solution (éthanol 40%, acide acétique 10%)
puis lavé 3 fois pendant 30 s dans I'eau distillée. Le gel a été ensuite trempé dans une
solution de thiosulfate de sodium 0,02% pendant 5 minutes avant d’étre traité dans un
mélange de solution glacé (nitrate d’argent 0,1%; formaldéhyde 0,02%) pendant 1h.
Aprés 3 rincages de 1 min chacun, le gel a été traité avec un mélange de solution
(carbonate de sodium 3%, formaldéhyde 0,05%). Enfin le gel a été trempé dans une

solution d’acide acétique 5% puis scanner.
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2.2.1.6. Recherche des genes codant pour la subtiline, la subtilosine, la
sublancine et I’ericine

L’ADN des souches de Bacillus subtilis DSM 10, DSM 15029, B3, B122 et B222 a été
extrait selon la méthode décrite par Hansen et Hendriksen (2001). Pour ce faire, les
souches ont été repiquées sur la gélose Luria-Bertani (LB) (Bertani, 1951) puis
incubées a 25°C pendant 18 h. Une colonie a été ensuite mise en suspension dans 250
ul de 1xTE buffer (10 mM Tris, TmM EDTA, pH 7,5) puis 'ensemble a été soumis a une
lyse a 100°C pendant 10 minutes avant d’étre centrifugé a 15000 g pendant 10
minutes. Le surnageant ainsi obtenu a été utilisé pour I'essai PCR. Les amorces oligo-
nucléotidiques utilisées pour 'amplification des genes codant pour la synthese de la
subtiline, de la sublancine, de la subtilosine A et de I'éricine sont listées dans le tableau
IX et ont été élaborées a l'aide du logiciel Primer3 (v. 0.4.0) (Rozen et Skaletsky,
2000).

Tableau IX : les primers utilisés

Bacteriocine Geénes Primers Sequences (5" —3’) Accesion no. reference
Primer pos.”
ywiB osboP1N®  5-CCTCATGACCAGGACTTCGCCTT-3' AL009126
Subtilosine sboA 3835545-3835567—  Présente étude/
sboX 3836764-3836745—  Zeng et al.
albA osboP2N?  5-CGGTGCCGAGCGCTTCAGGT-3' (1999)
SpoA sbo-alb_F  5-CATGCTCGATCGGAGCCGCT-3' AL009126
sboX 3836098-3836117—  Présente étude
albA 3836633-3836614«—
sbo-alb_R  5-CGGCTGGCCCGGTTTCCAAG-3'
Subtiline spaS spaS_Fwd 5-CAAAGTTCGATGATTTCGATTTGGATGT-3' (Sutyak et al.,
spaS_Rev  5-GCAGTTACAAGTTAGTGTTTGAAGGAA-3' 2008)
Sublancine sunT SUNT-F1 5'-GCTTTGTTAGAAGGGGAGGAAT-3' (Chung et al.,
SUNT-R1 5'-CTTGTCCCAACCCATAGGATAA-3' 2008)
Ericine eriC Eric_F 5-TCAACTGACCGGGCAGGAGC-3’ AF233755 Présente étude
eriSa Eric_R 5-AAGTATTTGGCCTACAGCGACTCG-3 6427-6446 —
eriSb 7866-7843 «—

* Sur la base des primers développés par Zheng et al., 1999, les primers originaux étaient :
osboP1 : CCTCATGACCAGGACTTCGCCTTCGCTTACTTT et osboP2 CGGTGCCGAGCGCTTCAGGTAAGCTTTCCAAA.
b—>upper-stra|nd sequence; < lower-strand sequence.
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Les réactions PCR ont été réalisées a I'aide du Robocycler Gradient 96 (Stratagene,
Cambridge Biosystems UK). La réaction PCR (25 pl) contenait 2x PCR Master Mix/
DreamTaq Green (12,5 ul) (Fermentas, Germany), I'eau distillée milli Q (9,5 pL), 1 pl de
chaque primer (10 pmol/ pl) et 1 ul DNA (100 ng/ ul). Le programme de la réaction a
comporté les conditions d’amplification suivantes: un cycle initial de dénaturation (95°C
pendant 3 minutes) suivi de 30 cycles de dénaturation (95 °C pendant 30 secondes),
hybridation (58°C pendant 30 s), et de polymérisation (72°C pendant 1 min) et une
étape finale d’extension a 72 °C pendant 10 minutes.

2.2.1.7. Séquencage des produits PCR

Les produits PCR ont été purifiés avec un kit de purification QIA quick (Qiagen,
Courtaboeuf, France) puis envoyés a Macrogen Inc. (Corée du Sud) pour étre
séquencés. Les séquences nucléotidiques obtenues ont été analysées a l'aide du
logiciel Chromas, version 2.33 (http://www.technelsysiu.com.au/chromas.html) puis
traitées a l'aide de l'outil BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) du National
Center for Biotechnology Information, Bethesda, MD, USA
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) selon la méthode décrite par Altschul et al., (1997).

2.2.1.8. Cinétique de croissance et de production de bactériocine par les souches
B3, B122, B222

Les souches de Bacillus subtilis B3, B122 et B222 ont été repiquées sur la gélose BHI
et incubées a 37°C pendant 18 heures. Une colonie de chaque souche a été
ensemencée dans 10 ml de bouillon BHI puis incubée a 37 °C sous agitation (120 tpm).
Quand la culture a atteint une densité optique (DOggo) = 1, 50 pl ont été transférés dans
un Erlenmeyer de 100 ml contenant 50 mL de bouillon BHI. Les Erlenmeyers contenant
les cultures ont ensuite été incubés a 37°C sous agitation (120 tpm) puis 2 ml de
chaque culture ont été prélevés chaque heure pour déterminer [lactivité
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antimicrobienne, la DOggo, le pH ainsi que la population bactérienne par ml (ufc/ml).
Aprés centrifugation a 10 000 g pendant 30 minutes, le pH des surnageants obtenus
ont été ajustés a pH 7 puis filtrés a travers des filtres Millipore stériles de diamétre 0,45
um (Xie et al., 2009). L’activité antimicrobienne des filtrats a ensuite été vérifiee vis-a-
vis de B. cereus NVH391-98 par la méthode de diffusion des puits. La DOgy a été
obtenue a l'aide du spectrophotométre Shimadzu (Kyoto, Japan) et le pH a l'aide du
pHmeétre PHM 210 (Radiometer, Denmark).

2.2.1.9. Effet de I’'aération sur la croissance et la production de bactériocine

25 ml, 50 ml et 75 ml de bouillon BHI (pH 7) contenus chacun dans un Erlenmeyer de
volume 100 ml ont été inoculés avec une culture de 18 h de chaque souche de B.
subtilis (concentration finale10® ufc/ml). Les flacons ont été mis sous agitation (120 tpm)
a 37°C. Le méme essai a été réalisé en condition statique. 10 h et 20 h aprés
incubation, des prélevements de culture ont été effectués pour déterminer l'activité
antimicrobienne, la DOgqo, le pH ainsi que la population bactérienne par ml (ufc/ml) tels
que décrits précédemment.

2.2.2. Influence des conditions de culture sur la production de substances
antimicrobiennes par les souches sélectionnées de B. subtilis

2.2.2.1. Influence de la composition du milieu d’incubation

Les graines de baobab ont été moulues a l'aide du moulin Bosch MKM 6003 et la
poudre obtenue a été incorporée au bouillon BHI dans les proportions suivantes :
Erlenmeyer 1 : 100% bouillon BHI;

Erlenmeyer 2 : 99,95% BHI + 0,05% mouture de graines de baobab;

Erlenmeyer 3 : 99,5% BHI + 0,5% mouture de graines de baobab;

Erlenmeyer 4 : 95% BHI + 5% mouture de graines de baobab;
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Erlenmeyer 5 : 50% BHI + 50% mouture de graines de baobab;

Erlenmeyer 6 : 100% mouture de graines de baobab;

Erlenmeyer 7 : 100% graines entiéres de baobab.

50 ml d’eau distillée ont été ajoutés a chaque mélange. Les différents mélanges ont été
cuits pendant 5 heures en ajustant chaque fois le volume a 50 ml. A la fin de la cuisson,
les différents mélanges ont été refroidis a 37°C avant d’y inoculer B. subtlis B3 a la
concentration finale de 10° cellules/ml. Les cultures obtenues ont été incubées & 37°C
sous agitation (120 tpm). Des échantillons ont été prélevés a to, 10 et 20 heures aprés
'incubation pour déterminer l'activité antimicrobienne, la DOegoo, le pH ainsi que la
population bactérienne par ml (ufc/ml) tels que décrits précédemment. 3 essais ont été
réalisés. La méme expérience a été répétée en inoculant les souches B122 et B222.

2.2.2.2. Effet de I’'adjonction de minéraux

Le bouillon maari a été obtenu en faisant cuire dans un Erlenmeyer de contenance 100
ml, 5 g de graines de baobab moulues dans 50 ml d’eau pendant 5 heures. A la fin de
la cuisson, le mélange a été refroidi a 37°C. Avant d’y inoculer B. subtlis B3 a la
concentration finale de 10° cellules/ml, les sels minéraux ont été incorporés séparément
au bouillon maari, a des concentrations finales suivantes : 0,2 g/l MgSQy4; 0,15 mg/I
MnSOQOy4 et 0,135 g/l FeCl; (Tabbene et Slimene, 2009). Les cultures obtenues ont été
ensuite incubées sous agitation (120 tpm). Des échantillons ont été prélevés a to, 10 et
20 heures aprés l'incubation pour déterminer 'activité antimicrobienne, la DOggo, le pH
ainsi que la population bactérienne par ml (ufc/ml) tels que décrits précédemment. 3
essais ont été réalisés. La méme expérience a été répétée en inoculant les souches
B122 et B222.

42



2.2.2.3. Survie de B. cereus en co-culture avec les souches sélectionnées de B.
subtilis dans le bouillon BHI, le bouillon maari et les graines cuites de baobab et

de néré

Dans des Erlenmeyers contenant 50 ml de bouillon BHI, 50 ml de bouillon maari, 50 g
de graines cuites de baobab, 50 g de graines cuites de néré, la souche B. subtilis B3 a
été inoculée en monoculture (a une concentration finale de 10° ufc/ml) ainsi qu’en co-
culture avec B. cereus NVH391-98 (concentration finale 10° ufc/ml). Aprés incubation a
37°C sous agitation (120 tpm), des prélevements ont été effectués a 0, 5, 10, 20, 30 et
40 heures pour déterminer le pH, le nombre de cellules viables (ufc/ml) de B3 ainsi que
le nombre des cellules viables (ufc/ml) de B. cereus NVH391-98 (Ressland et al.,
2005). Le nombre de cellules viables (ufc/ml) de B3 a été obtenu en incubant a 37 °C
pendant 24 h, 1 ml du prélévement inoculé dans la gélose BHI. Le nombre des cellules
viables (ufc/ml) de B. cereus NVH391-98 a été obtenu en incubant a 37 °C pendant 24
h, 1 ml du prélévement inoculé dans la gélose brillance B. cereus (Oxoid). 3 essais ont
été réalisés. La méme expérience a été répétée en inoculant les souches B122 et
B222.

2.2.3. Propriétés antimicrobiennes, effets de I’acidité et de la bile sur les souches
dominantes de bactéries lactiques isolées du maari

2.2.3.1. Préparation des inocula des souches de bactéries lactiques isolées du

maari

Chacune des 9 souches de bactéries lactiques a été repiquée sur la gélose MRS
(Oxoid CMO0361, Basingstoke, Hampshire, England) puis incubée en anaérobiose
(GasPak system; BBL Microbiology Systems, Cockeysville, Md.) pendant 48 h a 37°C
(De Man et al., 1960). Une colonie a été ensemencée dans 10 ml de bouillon MRS, pH
5,7 puis incubée a 37°C pendant 18 h. La culture obtenue a été centrifugée a 5000 g
(4°C) pendant 15 min puis 10 ml de diluant stérile (Oxoid CM0733, Basingstoke,
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Hampshire, England) a pH 6.5 ont été ajoutés au culot. La concentration cellulaire a
ensuite été déterminée au microscope en utilisant la lame Neubauer (Wertheim,
Germany).

2.2.3.2. Effet de I'acidité

La résistance a l'acide a été évaluée en utilisant le bouillon MRS pH 2,5 selon la
méthode décrite par Klingberg et al. (2005). 100 pl de suspensions cellulaires de
chaque bactérie lactique contenant approximativement 107 ufc/ml ont été inoculés dans
10 ml de bouillon MRS (Oxoid CM0359), pH 2,5 puis incubés a 37°C. Le méme volume
a été inoculé dans du bouillon MRS a pH 7. Des prélévements ont été effectués a 0, 1,
2, 3 et 4 h. Chaque prélevement a été ensemencé dans la gélose MRS (Oxoid
CMO0361). Les boites de Pétri ont été incubées en anaérobiose (GasPak system; BBL
Microbiology Systems, Cockeysville, Md.) a 37°C pendant 48 h. A la fin de la période
d’'incubation, les colonies ont denombrées suivies de I'expression des résultats selon la
norme ISO 15214 (1998). Le taux de survie de chaque souche a été calculé comme
étant le pourcentage des cellules obtenues a la fin de la période d’incubation par
rapport a la concentration cellulaire initiale. Le pH a été également noté au début (pHon)
et a lafin (pHsn) de I'expérience. 3 essais ont été réalisés pour chaque souche.

2.2.3.3. Effet de la bile

La tolérance a la bile des souches de bactéries lactiques a été déterminée en utilisant la
méthode décrite par Klingberg et al. (2005). Pour ce faire, 100 pul de suspensions
cellulaires de chaque bactérie lactique contenant approximativement 107 ufc/ml ont été
inoculés dans 10 ml de bouillon MRS (Oxoid CM0359), pH 7 contenant 0,3% (w/v) bile
oxgall (Sigma-Aldrich, Pcode: 30209037, Steinheim, Germany). Le méme volume a été
inoculé dans du bouillon MRS privé de bile oxgall. Les cultures ont ensuite été incubées
a 37°C et des prélévements ont été effectués a 0, 1, 2, 3 et 4 h. Chaque préléevement a
été ensemencé dans la gélose MRS (Oxoid CM0361). Les boites de Pétri ont été

incubées en anaérobiose (GasPak system; BBL Microbiology Systems, Cockeysville,
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Md.) a 37°C pendant 48 h. A la fin de la période d’incubation, les colonies ont été
comptées, suivies de I'expression des résultats selon la norme ISO 15214 (1998). Le
taux de survie de chaque souche a été calculé comme étant le pourcentage des
cellules obtenues a la fin de la période d’incubation par rapport a la concentration
cellulaire initiale. Le pH a été également noté au début (pHon) et a la fin (pH4n) de

'expérience. 3 essais ont été réalisés pour chaque souche.
2.2.3.4. Activité antimicrobienne

L’activité antibactérienne des 9 souches lactiques a été évaluée par la méthode des
spots (spot-on-lawn test) telle que décrite par Jakobsen et al. (1999). 3 ul de chaque
souche lactique (contenant 10° cellules/ml) ont été déposés en double sur la gélose
MRS modifiée (MRS contenant 0,2% glucose et 1,2% agar) préalablement séchée. Les
boites de Pétri ont ensuite été incubées a 30°C en anaérobiose (GasPak system; BBL
Microbiology Systems, Cockeysville, Md.). Aprés 24 h d’'incubation, 7 ml de gélose MRS
a 0,7% d’agar ont été mélangés avec une culture de 18 h de la souche indicatrice
(concentration finale10° cellules/ml) puis versés a la surface de la gélose MRS modifiée.
Les boites ont ensuite été incubées a 37°C. Aprés 24 h d’incubation, les diamétres des
zones d’inhibition apparaissant autour des colonies ont été mesurés en mm. 3 essais

ont été réalisés pour chaque souche.

2.3. Méthodes d’analyses statistiques des données

Les données ont été analysées et traitées sur EXCEL suivant une statistique descriptive

avec des calculs de paramétres de position (moyenne) et de dispersion (écart-type).
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CHAPITRE 1l :

RESULTATS ET DISCUSSION
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3. 1. Etude de I'activité antimicrobienne des souches dominantes de Bacillus
spp.et Lysinibacillus spp. isolées du maari

3. 1.1. L’activité antimicrobienne en aérobie, en microaerobie et en anaérobie

10 souches dominantes de bactéries aérobies mésophiles isolées du maari (08 Bacillus
spp. et 02 Lysinibacillus spp.) ont été examinées pour leur activité antimicrobienne
contre des germes Gram positifs et Gram négatifs. Le tableau X regroupe les résultats
de l'activité antimicrobienne de chacune des souches en aérobiose, en microaérobie et
en anaérobie. Les résultats ont révélé que I'activité antimicrobienne est fonction de la
souche elle-méme, du pathogene ainsi que des conditions d’incubations. Aucune
inhibition n’a été observée en anaérobiose.

Aucune des souches testées n’a été a mesure d’inhiber les bactéries Gram négative, ce
qui est en accord avec les résultats de He et al. (2006) et Hyronimus et al. (1998).
Excepté B. circulans B288 et Lysinibacillus sphaericus B371, toutes les autres souches
testées ont inhibé au moins un pathogéne. Les souches de B. subtilis B 3, B122 et
B222 se sont montrées plus performantes en inhibant de maniére remarquable la
croissance de B. cereus, un des agents responsable de la diarrhée. La bactérie Listeria
monocytogenes responsable d’altération des aliments est également sensible a
l'activité antagoniste de B3, B122 et B222. Plusieurs auteurs (Padonou et al., 2009;
Parkouda et al., 2009; Parkouda et al., 2010) ont signalé la forte concentration de
Bacillus cereus (10° UFC/g) dans les aliments fermentés africains. L'inhibition de tels
microorganismes opportunistes est donc d’'un intérét considérable pour améliorer les
qualités hygiéniques et sanitaires du maari ainsi que d’autres condiments fermentés
d’origine africaine. Certaines études ont montré que les souches de Bacillus subtilis
produisent des substances antimicrobiennes comme la subtiline, la subtilosine et la
sublancine (Paik et al., 1998; Stein et al., 2004) qui sont le plus souvent actives sur les
bactéries Gram-positive (Ouoba et al., 2007).
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Tableau X: Spectre d’activité antimicrobienne des 10 souches dominantes de
bactéries aérobies incubées en aérobie, microaérobie et en anaérobie, a 37°C
pendant 24 h par la méthode de diffusion des puits

(zone d’inhibition exprimée en mm)

conditions Souches Souches indicatrices
d’'ncubation  testées G g i Bcia Boe  BoF  BoNC  BcPA  Lmi  Lm2z  Lmd G G2 G3  GS
B3 - - - + - - - - - - + - - +
B47 - - - +
Aérobie B55 . . . *
B122 + - - + + + - - - - + - - +
B222 + - + + - - - + - + + + ++
B288
B317 - - - +
B360 - - - + +
B371
B455 - - - - - - +
B3 - + + + - ++ + ++ + ++ + - - +
B47 + - - + + - +
Microaérobie 5% * ) ) * ) *
B122 + - - + + + + + + + + - - +
B222 +++ ++ + +++ - - - ++ + ++ + + ++
B288
B317 - - - +
B360 - - - + ++
B371
B455 - - - - - - +
B3
B47
Anaerobie BSS
B122
B222
B288
B317
B360
B371
B455

-: aucune inhibition; +: O<zone Inhibition (1Z)<3mm; ++: 3mms 1Z<5mm; +++: 1Z25mm.
*aucune inhibition n'a été observé contre les souches indicatrices M1, Si, Sn, So, St1, St2, St3, Sth, Ec, Yel, Ye2,
G4, G6, G8, G9 et G10

Les résultats obtenus montrent que l'utilisation des souches de Bacillus subtilis B3,
B122 et B222 en tant que cultures starter pourrait prévenir le développement des
germes pathogénes durant la fermentation des graines de baobab conduisant a un
produit final sain.

48



3. 1.2. Effet des enzymes, du pH et de la chaleur sur I’activité inhibitrice

Les substances antimicrobiennes produites par les souches selectionnées de B. subtilis

B3, B122 et B222 conservent leur activité antagoniste apres avoir été soumises a des

traitements thermiques allant jusqu’a 121°C pendant 15 min ainsi qu’a une gamme de

pH allant de 3 a 10 (Tableau Xl). Ces caractéristiques qui sont en accord avec les

résultats de He et al. (2006) et Hyronimus et al. (1998) conferent aux substances

antimicrobiennes un grand intérét technologique pour leur utilisation dans la

bioconservation des aliments (Sutyak et al., 2008).

Tableau Xl: Effets des enzymes, de la température et du pH sur lactivité
antimicrobienne des souches de B. subtilis B3, B122 et B222

Bacillus spp./ Activité residuelle (%)

Traitements B3 B122 B222
Catalase 100 100 100
Papaine 100 100 100
Enzymes Protéase (Streptomyces) 0 0 0
ProteinaseK 100 100 100
Trypsine 0 0 0
4°C, 2 semaines 100 100 100
40°C, 30 min 100 100 100
Température 60°C, 30 min 100 100 100
80°C, 30 min 100 100 100
100°C, 30 min 100 100 100
121°C, 15 min 100 90 90
pH 3,4,56,7,8,9,10,11 100 100 100

L’activité antimicrobienne n’est pas affectée par I'addition de catalase. Ce résultat

implique que linhibition de la croissance des cellules indicatrices n’est pas due a la
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production de peroxydase d’hydrogéne mais elle est vraisemblablement due a la
production de biomolécule (s). L’activité inhibitrice des substances secrétées par B3,
B122 et B222 persiste aprés contact avec la papaine et la protéinase K mais disparait
complétement en présence de 2 enzymes protéolytiques (protéase obtenue de
Streptomyces griseus et trypsine), ce qui indique la nature protéique du facteur
antimicrobien produit par chacune des souches B3, B122 et B222. Stein et al. (2002)
ont trouvé que la subtiline était résistante a la protéinase K alors que l'ericine S était
résistante a la trypsine et a la pepsine. L’activité de la subtilosine disparait
complétement en présence de la pepsine et de la protéinase K et décroit de facon
significative sous I'action de la trypsine et de la chymiotrypsine (Sutyak et al., 2008).

Au regard de ces propriétés, on peut déduire que ces différentes substances
antimicrobiennes produites sont des bactériocines (Hyronimus et al., 1998). Le fait que
les substances antimicrobiennes retiennent leur activité aprés avoir été soumises a
I'action de la papaine et de la protéinase K montre que ce sont des peptides cycliques
et de ce fait plus résistants a I'hydrolyse par les protéases (Bizani et Brandelli, 2002).
La stabilité a haute température des substances antimicrobiennes produites par B3,
B122 et B222 est similaire a celle observée pour la subtilosine et la subtiline (Sutyak et
al., 2008; Mannanov et Sattarova, 2001).

3. 1.3. Poids moléculaire des substances antimicrobiennes

L’activité antimicrobienne de la bacteriocine produite par chacune des souches de
Bacillus subtilis B3, B122 et B222 est associée a une seule bande protéique avec une
masse moléculaire apparente d’environ 3,5 kDa comme le montre la Figure 6 (A et B).
La masse moléculaire obtenue est voisine de celle de la subtilosine (3,40 KDa; Marx et
al., 2001) et de la subtiline (3,32 KDa; Stein, 2008). La méme bande est observée
apres 10 et 15 heures de croissance indiquant que I'activité antibactérienne observée
en fin de phase stationnaire correspond a la méme bactériocine possédant une bonne
stabilité physique.
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Figure 6: Electrophorése sur gel de polyacrylamide des proteines obtenues a partir des
surnageants de B3, B122 et B222. A): Detection directe de I'activité antimicrobienne des proteines
inhibitrices sur B. cereus NVH391-98 ; B): Gel traité a I'argent

Mark 12: marqueur de poids moléculaire ; CFS B3, CFS B122 et CFS B222 representent les surnageants
respectifs de B3, B122 et B222

3. 1.4. Genes codant pour la subtiline, la subtilosine, la sublancine et I'ericine

Les génes intervenant dans la synthese de la subtilosine (osbo et sbo) et de la subtiline
(spaS) ont été identifiés dans chacune des souches de B. subtilis B3, B122 et B222
apres amplification a 'aide d’amorces spécifiques (Figure 7 : a et b, tableau XII). Par
contre les génes eriC et sunT impliqués dans les syntheses respectives de l'ericine et
de la sublancine n’ont pas été détectées au niveau de B3, B122 et B222.
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Produits PCR Prodfits PCR

Marqueur
(pb)

Marqueur
(pb)

Marqueur
(pb)

Bspiz/osbo
B122/0sbo
B222/0sbo
Bsub/osbo

Bspiz/spas
B 122/spas
IlB222/spas

Figure 7. Electrophoréese des produits PCR obtenus a partir des surnageants de Bacillus subtilis B3, B122 et
B222. Aprés PCR, 10 pl du produit ont été utilisés pour I'’electrophorése sur 1,5% gel agarose avec un
marqueur de poids moléculaire (100 bp, Fermentas).

Programme de la PCR : 952C/3min+30x{ 952C/30 sec, 58°C/ 30sec, 72°C/ 1min}+ 722C/10min

Bspiz/osbo : produit PCR de B. subtilis subsp. spizizenii apres action du primer osbo

Bsub/osbo : produit PCR de B. subtilis subsp. subtilis aprés action du primer osbo

B3/osbo, B122/osbo et B222/osbo : produits PCR obtenus par action du primer osbo sur les ADN des souches B3,
B122 et B222 respectivement

Bspiz/spas : produit PCR de B. subtilis subsp. spizizenii aprés action du primer spas

Bsub/spas : produit PCR de B. subtilis subsp. subtilis aprés action du primer spas

B3/spas, B122/spas et B222/spas : produits PCR de B3, B122 et B222 par action du primer spas respectivement

La subtiline est une bactériocine analogue a la nisine, appartenant a la classe 1 des
bactériocine appelée lantibiotiqgue (Klaenhammer, 1993). Plusieurs especes de B.
subtilis sont reconnues étre des souches productrices de subtilosine (Stein et al., 2004;
Sutyak et al., 2008). L'inhibition de L. monocytogenes et de B. cereus par la subtilosine
(Sutyak et al., 2008) et la subtiline (Liu et Hansen, 1993) a déja été reportée.
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Tableau Xll : Produits PCR obtenus /detectés

Bacteriocine Génes Primers Sequences (5" —3’) Produits PCR attendus
/detecté
ywiB osboP1N®  5-CCTCATGACCAGGACTTCGCCTT-3' 1200 pb/oui
Subtilosine SboA osboP2N*  5-CGGTGCCGAGCGCTTCAGGT-3'
sboX
albA
SpoA sbo-alb_F  5-CATGCTCGATCGGAGCCGCT-3' 536 pb/oui
sboX sbo-alb_R  5-CGGCTGGCCCGGTTTCCAAG-3'
albA
Subtiline spaS spaS_Fwd 5-CAAAGTTCGATGATTTCGATTTGGATGT-3' 152 pb/oui
spaS_Rev  5-GCAGTTACAAGTTAGTGTTTGAAGGAA-3'
Sublancine sunT SUNT-F1 5-GCTTTGTTAGAAGGGGAGGAAT-3' 974 pb/non
SUNT-R1 5'-CTTGTCCCAACCCATAGGATAA-3'
Ericine eriC Eric_F 5-TCAACTGACCGGGCAGGAGC-3’ 1440 pb/non
eriSa Eric_R 5-AAGTATTTGGCCTACAGCGACTCG-3
eriSb

3. 1.5. Cinétique de croissance et de production de bactériocine

A partir de I'analyse des cinétiques de croissance, il est intéressant de relever que les
trois souches de B. subtilis sélectionnées présentent le méme profil cinétique avec des
densités optiques variables selon 'espéce comme le montre la figure 8. La production
de bactériocine commence dés la fin de la phase exponentielle de croissance et atteint
son maximum en quelques heures pendant la phase stationnaire avant de décroitre
puis disparaitre ; ce qui pourrait s’expliquer par I'absorption par la cellule productrice ou
la dégradation par les enzymes protéolytiques de la cellule productrice (Parente et
Ricciardi, 1999). D’autres auteurs ont également signalé que la production respective
de subtilosine (Stein et al., 2004) et de subtiline (Kuboi et al., 1994) commencait au
début de la phase stationnaire.
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Figure 8. Cinétique de production de bacteriocine pendant la croissance de Bacillus subtilis B3 (8A), B122 (8B) et
B222 (8C) dans le bouillon BHI, a 37°C durant 24 h. La DOsgonm, la zone d’'inhibition a I'encontre de Bacillus cereus
NVH391-98 (IZ in mm), le pH et la population bactérienne (UFC/ml) sont déterminés chaque heure. Chaque point
représente la moyenne de 2 essais.

3. 1.6. Effet de I’aération sur la croissance et la production de bactériocine

L’aération influence la production de bactériocine de chacune des 3 souches de B.
subtilis B3, B122 et B222 et les rendements élevés sont atteints avec une concentration
modérée en oxygene (50-75 ml BHI broth, 120 tpm) (Tableau XIlII). Cependant aucune
inhibition n’est observée en condition statique (25-75 ml bouillon BHI). Ces résultats
sont en accord avec ceux de Nakano et al. (2000) qui ont trouvé que la quantité de
subtilosine était importante non seulement sous atmosphere modérée mais aussi en

anaérobiose.
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Tableau XIll: Effet de I’aération sur la production de bactériocine et la croissance
bactérienne a 37°C des souches sélectionnées de B. subtilis B3, B122 et B222

Bacillus volume Durée conditions statiques Erlenmeyers en mouvement,
du BHI d’incu 120 tpm
bation pH logqo 1Z pH logqo IZ (mm)
(ufc/ml) (mm) (ufc/ml)
Bacillus 25 ml Oh 6,9 6,1 0 6,9 6,0 0
subtilis  BHI 10h 70 8,7 0 7,2 8,8 0
B3 20h 74 8,7 0 7,6 8,9 0
50 ml Oh 6,9 6,1 0 6,9 6,1 0
BHI 10h 6,8 8,7 0 6,7 8,7 3
20h 6,9 8,6 0 7,7 8,8 0
75 ml Oh 6,9 6,3 0 6,9 6,3 0
BHI 10h 6,7 8,3 0 6,6 8,3 2
20h 6,8 74 0 7,0 8,6 0
Bacillus 25 ml Oh 6,9 6,2 0 6,9 6,2 0
subtilis  BHI 10h 6,9 8,2 0 7,5 8,3 1
B122 20h 7,1 8,2 0 8,6 8,7 0
50 ml Oh 6,9 6,3 0 6,9 6,3 0
BHI 10h 6,8 8,5 0 6,7 8,7 2
20h 7,0 8,1 0 8,1 8,7 0
75 ml Oh 6,9 6,2 0 6,9 6,2 0
BHI 10h 6,7 8,1 0 6,3 8,4 1
20h 6,8 8,7 0 6,7 8,8 0
Bacillus 25 ml Oh 6,9 6,7 0 6,9 6,7 0
subtilis  BHI 10h 6,7 8,4 0 7,0 8,6 4
B222 20h 74 8,5 0,5 8,4 8,8 2
50 ml Oh 6,9 6,7 0 6,9 6,7 0
BHI 10h 6,6 8,1 0 6,7 8,3 1,5
20h 72 8,0 1 6,8 8,8 5
75 ml Oh 6,9 6,7 0 6,9 6,7 0
BHI 10h 6,5 8,0 0 6,6 8,3 0
20h 6,9 8,0 0 6,8 8,6 3
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3. 1.7. Les séquences des produits PCR

Le séquencage a révélé la présence des génes codant pour la subtiline et la subtilosine
au sein de chacune des souches de B. subtilis B3, B122 et B222. Les fragments
séquencés ont présenté 100% d’homologie avec les genes codant pour la subtilosine
(sboA) isolés de B. subtilis subsp. subtilis strain 168 contre 96,2% d’homologie avec les
génes codant pour la subtiline (spaS) isolé de B. subtilis subsp. spizizeni strain
ATCC6633. Une délétion de 34 pb (correspondant a la position 3836300-3836333 dans
le génome de B. subilis subsp. subtilis 168; GenBank: AL009126.3) a été observée a
l'intérieur des génes de B. subtilis B3, B122 et B222. La partie manquante appartient au
géne albA (localisée a la position 3836323-3837669). Le premier géne de cet opéron
alb appelé albA (ywiA) (Kunst et al., 1997) intervient dans la maturation de la
prosubtilosine (Zheng et al., 1999). Ainsi, la délétion de cette partie modifie I'activité de
la subtilosine finale. Alternativement, une petite délétion pourrait aussi inactiver la
possibilité de B3, B122 et B222 de produire une subtilosine biologiquement active. Par
ailleurs, les séquences nucléotidiques obtenues ont bénéficié des numéros d’accession
GenBank JN118835-JN118839.

3. 2. Influence du substrat sur la production de bactériocine par les souches
sélectionnées de B. subtilis (isolées du maari)

3. 2.1. Influence du substrat

Les résultats obtenus (Tableau XIV) ont révélé une bonne croissance des 3 souches de
B. subtilis B3, B122 et B222 ainsi que B. subtilis ATCC6051 (référence) dans les
graines cuites de baobab ainsi que dans le bouillon maari bien qu’aucune activité
antimicrobienne n’a été observée dans ces substrats. Par contre, [lactivité
antimicrobienne est observée dans le bouillon BHI non incorporé ainsi que dans le BHI
incorporé a 0,05%, 0,5% et 5% avec la mouture de graines de baobab ; l'activité
antimicrobienne s’est amoindrie dans le BHI incorporé a 50% avec la mouture de
graines de baobab. Par ailleurs, il a été remarqué que l'activité antimicrobienne est
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maximale dans le BHI incorporé a 5% avec la mouture de graines de baobab. La méme
tendance a été observée en utilisant la souche B. subtilis subsp. spizizenii comme
contréle positif qui, a la différence des souches du maari, a présenté toujours I'activité
antimicrobienne dans les graines bouillies de baobab et de néré.
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Tableau XIV: Effet de la supplémentation du BHI avec la mouture de graines de baobab sur l'activité

by

antimicrobienne des souches de Bacillus subtilis B3, B122, B222, B. spizizenii et B. subtilis ATCC 6051 a
I’encontre de B. cereus NVH391-98, a 37°C, pendant 20 h*

Souches testées B3 B122 B222 B. subtilis spizizenii B. subtilis ATCC6051
Conditions d’Incubation pH log 1z pH log 1z pH log 1Z pH log 1Z pH log V4
(CFU/ml) (mm) (CFU/ml) (mm) (CFU/ml) (mm) (CFU/ml) (mm) (CFU/ml)  (mm)
Bouillon BHI Oh 7,051 6,32 0 7,047 6,32 0 7,019 6,15 0 7,134 6,20 0 7,122 6,32 0
100% 10h 6,809 8,56 2 6,794 8,41 1 6,688 8,56 4 6,558 8,15 0 6,629 8,64 1
20h 7,106 8,86 0 7,224 8,86 2 6,995 8,53 6 6,750 8,67 0,5 6,660 8,87 2
BHI+ 0,05% Oh 7,086 6,43 0 7,002 6,36 0 7,252 6,20 0 7,009 5,82 0 7,069 5,87 0
mouture grainede 10h 6,921 8,58 2 6,884 8,52 2 6,814 8,70 3 6,488 8,53 0 6,508 8,72 1,5
baobab (w/w) 20h 7,222 8,91 0 7,379 8,89 2 7,251 8,79 6 6,701 8,81 1 6,603 8,91 2
BHI+ 0,5% Oh 7,058 6,32 0 7,015 6,38 0 7,232 6,18 0 7,048 5,82 0 7,005 5,85 0
mouture grainede 10h 6,906 8,56 2 6,915 8,66 3 6,784 8,56 4 6,589 8,72 1 6,689 8,69 1
baobab (w/w) 20h 7,500 8,89 1 7,469 8,91 3 7,212 8,85 7 6,802 8,85 2 6,494 8,90 2
BHI+ 5% mouture  Oh 7,070 6,28 0 7,013 6,34 0 7,222 6,08 0 7,091 5,83 0 7,063 5,86 0
graine de baobab 10h 6,908 8,53 5 6,999 8,49 5 6,766 8,51 5 6,600 8,61 2 6,700 8,70 1
(w/w) 20h 7,599 8,79 7 7,528 8,87 5 7,262 8,94 8 6,803 8,86 3 6,803 8,94 2
BHI+ 50% mouture Oh 7,097 6,40 0 7,017 6,04 0 7,032 6,15 0 7,023 5,86 0 7,001 5,87 0
graine de baobab 10h 6,693 8,59 1 6,875 8,20 0 6,285 8,53 0 6,509 8,59 3 6,509 8,71 1
(w/w) 20h 7,650 8,89 2 7,274 8,85 2 6,852 8,91 1 6,777 8,85 3 6,402 8,92 2
100% mouture Oh 7,035 6,34 0 7,011 6,32 0 6,849 6,38 0 7,104 6,00 0 7,028 6,41 0
graine de baobab 10h 5,561 8,54 0 6,040 8,57 0 5,447 7,53 0 6,506 8,38 6 6,304 8,62 0
20h 7,888 8,86 0 7,774 8,85 0 5,661 7,87 0 6,202 8,94 8 6,091 8,85 0
Graines de baobab 0h 7,122 6,36 0 7,144 6,51 0 6,969 6,00 0 7,022 6,15 0 7,051 6,36 0
cuites 10h 6,867 8,67 0 6,490 8,67 0 6,277 8,38 0 6,159 7,53 0 6,541 8,52 0
20h 6,999 8,95 0 7,233 8,91 0 6,886 8,94 0 5,967 8,64 3 6,156 8,79 0

*La zone d’inhibition (IZ en mm), le pH, la population bacterienne (UFC/ml) ont été determinés a 0, 10 et 20 heures d’incubation. Chaque valeur represente la
moyenne de 2 essais.
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3. 2.2. Effet de I’adjonction de minéraux

Les éléments minéraux sont reconnus comme des facteurs importants dans la
biosynthése des substances antimicrobiennes et autres produits métaboliques par les
microorganismes. L’incorporation combinée ou seule du FeCls, du MgSQO4 et du MnSO4
au bouillon maari n’a causé aucune activité antimicrobienne bien que ces éléments
minéraux aient été rapportés comme facteurs importants améliorant la production de

composés antimicrobiens par B. subtilis (Tabbene et Slimene, 2009).

3. 2.3. Survie de B. cereus en co-culture avec les souches sélectionnées de B.
subtilis dans le bouillon BHI, le bouillon maari et les graines cuites de baobab et

de néré

La survie de B. cereus NVH391-98 en coculture avec B. subtilis B3, B122 et B222 a été
réalisée dans le BHI, le bouillon maari ainsi que dans les graines cuites de baobab et
de néré. Les résultats montrent une inhibition totale de B. cereus NVH391-98 dans le
BHI (Figure 9 : A) avec une croissance remarquable des souches B3, B122 et B222
(Figure 9 : B, C, D).
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Figure 9. Evolution de la population bacterienne des 3 souches de B. subtilis B3, B122 et B222 ainsi que de B.
cereus NVH391-98 en incubation dans le bouillon BHI a 37°C pendant 40 h.

Méme si aucune activité antimicrobienne n’a été observée dans les graines cuites et
dans le bouillon maari, la croissance de B. cereus NVH391-98 a été retardée comme le
montrent les figures 10, 11 et 12. En outre B. subtilis B3 et B222 comparativement a
B122, se sont montrés plus efficaces dans l'inhibition de B. cereus NVH391-98.
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Figure 10. Evolution de la population bacterienne des 3 souches de B. subtilis B3, B122 et B222 ainsi que de B.
cereus NVH391-98 en incubation dans le bouillon maari a 37°C pendant 40 h.

Ces résultats sont similaires a ceux de Motta et Brandelli (2008) qui ont rapporté que
les souches de Bacillus spp. présentent une activité antimicrobienne plus élevée dans
le bouillon BHI que dans le blé. Ce résultat pourrait s’expliquer par une faible activité
protéolytique entrainant un faible métabolisme dans les substrats naturels (Moreno et
al., 2002). Selon Nascimento et al. (2010), 'absence d’activité antimicrobienne dans le
substrat naturel est liée aux interactions entre les substances antimicrobiennes et les
autres composés tels que les lipides. Cependant Ouoba et al. (2007) ont rapporté que
les souches B. subtilis B7 et B15 isolées du soumbala (un autre condiment ayant des
caractéristiques organoleptiques/sensorielles similaires au maari) inhibaient les germes

pathogénes comme Micrococcus luteus, Staphylococcus aureus et B. cereus pendant
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la production du soumbala; ce qui représente un avantage hygiénique pour le
soumbala produit par ces B. subtilis B7 et B15.
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Figure 11. Evolution de la population bacterienne des 3 souches de B. subtilis B3, B122 et B222 ainsi que de B.
cereus NVH391-98 en incubation dans les graines cuites de baobab a 37°C pendant 40 h.

La souche B. cereus NVH391-98 inoculée en monoculture dans le BHI et dans les
graines cuites peut atteindre une population de 8-9 logo cfu/ml. Une tendance similaire
de B. cereus a été observée dans les graines de soja (Nout et al. 1987), dans le lait
non fermenté (Wong et Chen, 1988), dans le lait pasteurisé (Ressland et al., 2003)
ainsi que dans une boisson a base de mais appelée mageu (Byaruhanga et al., 1999).
Ce qui implique que B. cereus NVH391-98 en monoculture pourrait atteindre un niveau
toxique.

62



>
=

O -
10 -
gj 9 4 o 9
- g m
a = 81
= 7 7]
z o] 2 6
= 37 € 51
£ 4 S 4 A
2 3° 2 3
S 2 2 -
c% 1 A 1 A
S 0 T r T ) 0 T T T )
0 10 20 30 40 0 10 20 30 40
Durée d'incubation (h) Durée d'incubation (h)
==&-=-=NVH391-98 =@ NVH391-98/B3
NVH391-98/B122  —— NVH391-98/B222 B3 - BINVH3OOS
C

—_
—_

log,, (CFU/ml) B122
O=NWAUAANOO

log,, (CFU/ml) B222
OC—NWAULAT0OD

0 10 20 30 40 0 10 20 30 40
Incubation time (hours) Incubation time (hours)

—+—B122 ==8-= B122/NVH391-98 —+— B222 ==8--= B222/NVH391-98

Figure 12. Evolution de la population bacterienne des 3 souches de B. subtilis B3, B122 et B222 ainsi que de B.
cereus NVH391-98 au cours de l'incubation a 37°C pendant 40 h dans les graines cuites de néré

Dans la présente étude, les souches B. subtilis B3, B122 et B222 ont pu inhiber B.
cereus NVH391-98 apres 5-10 h d’incubation dans le bouillon BHI. Ces résultats sont
en accord avec notre précédente étude qui a révélé que B3, B122 et B222 produisaient
des substances antimicrobiennes notamment la subtiline et la subtilosine, plus actives
contre L. monocytogenes et B. cereus (Kaboré et al., 2012). Rossland et al. (2005)
ont montré que Tlinhibition peut étre due non pas seulement aux substances
antimicrobiennes mais a la compétition de nutriments. En co-culture, les souches de B.

subtilis ont un taux d’inoculum (6 logo cfu/ml) supérieur a celui de B. cereus NVH391-
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98 (3 logio cfu/ml). Il est vraisemblable que la croissance rapide d’'une forte population
de B. subtilis pourrait empécher la croissance des autres microorganismes tout
simplement en s’accaparant de la majorité des nutriments assimilables et des
cofacteurs ou méme par occupation physique de I'espace disponible (Ressland et al.,
2005).

Au regard des résultats obtenus, Il pourrait étre suggéré I'utilisation de souches de B.
subtilis B3, B122 et B222 comme cultures starter pour inhiber la croissance de B.
cereus NVH391-98 au cours de la production du maari. Cette suggestion s’appuie sur le
fait que la croissance de B. cereus NVH391-98 a été retardée en co-culture avec les
souches de B. subtilis B3, B122 et B222.
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3. 3. Propriétés antimicrobiennes, effets de l'acidité et de la bile sur les
souches dominantes de bactéries lactiques isolées du maari

3. 3.1. Effet de 'acidité

Les résultats obtenus (Tableau XV) montrent que la souche Pediococcus acidilactici
L87 a survécu au pH 2,5 pendant 4 h alors qu’une légére décroissance de la
population de Pediococcus acidilactici L169 a été notée dans les mémes conditions.
La survie de Enterococcus faecium L154 a été considérablement affectée a pH 2,5.

Tableau XV: Résistance a l'acidité des souches dominantes de bactéries
lactiques isolées du maari

Souches de BAL pH du MRS Viabilité cellulaire [log (CFU/ml)] Taux survie pHdu MRS
Oh 1h 2h 3h 4h 4h (%) pHon  pHan
Enterococcus L9 pH7 6,00 6,46 7,15 8,08 8,53 142,17 7,03 6,21
faecium pH2,5 6,15 6,18 3,38 1,15 <1 0 2,51 2,51
L104 pH7 6,30 6,46 7,15 8,08 8,53 135,40 7,02 5,53
pH2,5 6,41 1,18 <1 <1 <1 0 253 2,43
L117 pH7 6,30 6,46 7,45 7,72 7,81 123,97 6,99 5,72
pH2,5 6,38 5,91 2,51 <1 <1 0 2,53 2,45
L134 pH7 6,26 6,34 6,99 7,48 7,95 127,00 7,01 6,07
pH2,5 6,15 4,41 126 <1 <1 0 2,52 2,51
L154 pH7 6,23 5,94 6,30 6,95 7,73 124,08 6,97 5,82
pH2,5 6,27 5,95 4,89 2,38 1,76 28,07 2,50 2,56
Enterococcus L142 pH7 6,43 6,60 6,81 7,04 7,23 112,44 6,93 6,76
casseliflavus pH2,5 6,30 6,11 548 <1 <1 O 2,50 2,55
L152 pH7 6,28 6,36 6,76 7,30 7,54 120,06 6,99 6,83
pH2,5 6,15 5,97 578 <1 <1 0 2,52 2,59
Pediococcus L169 pH7 6,38 6,32 6,46 6,60 7,30 114,42 6,95 6,06
acidilactici pH2,5 6,32 6,11 6,15 6,11 6,08 96,20 2,51 2,50
L87  pH7 6,34 6,97 6,82 6,98 7,48 117,98 7,01 6,80
pH2,5 6,20 6,67 6,69 6,69 6,69 107,90 2,50 2,49
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Des résultats obtenus, les 3 souches pourraient survivre dans les conditions
acidiques. Cependant, le pH 2,5 a été discriminatoire du fait que 3 souches sur un
total de 9 ont survécu au pH 2,5 pendant 4 h. Le fait que P. acidilactici L87 ait
survécu a pH 2,5 est en accord avec les résultats rapportés par Erkkila et Petaja
(2000).

3. 3.2. Effet de la bile

Gilliland et al. (1984) de méme que Goldin et al. (1992) ont recommandé d'utiliser
la bile a 0,3% comme concentration convenable pour la sélection des bactéries
probiotiques. Bien que certains auteurs aient rapporté que cette concentration de la
bile est discriminatoire (Chateau et al., 1994; Papamanoli et al., 2003), toutes les
souches de bactéries lactiques testées dans la présente étude ont survécu a la bile a
0,3% comme le montre le tableau XVI. Des résultats similaires ont été rapportés par
Sukumar et Ghosh (2010). Selon Klayraung et al. (2008), les sels biliaires ont la
capacité d’accroitre la perméabilité de la membrane cellulaire des bactéries.

Tableau XVI : tolérance a la bile des souches dominantes de bactéries
lactiques isolées du maari

Codes Population bactérienne Taux pH MRS
BAL [log1o (UFC/mI)] dans 0,3% oxgall survie
Oh 1h 2h 3h 4h 4h (%) PHon pPHan
Enterococcus L9 6,25 6,99 7,75 7,81 8,04 128,64 7,01 5,98
faecium L104 6,41 6,75 7,57 8,04 8,63 134,63 7,03 6,46
L117 6,23 6,43 6,98 7,60 7,78 124,88 7,01 5,40
L134 6,28 6,80 7,95 8,08 8,46 134,71 6,99 5,82
L154 6,26 6,08 6,52 6,76 7,60 121,41 7,03 5,91

Enterococcus L142 6,30 6,41 6,53 6,66 6,98 110,79 7,04 7,01
casseliflavus L152 6,23 6,53 6,78 7,04 7,40 118,78 7,05 7,03
Pediococcus L169 6,28 6,30 6,26 6,34 7,34 115,77 7,01 6,70
acidilactici L87 6,11 6,67 7,08 726 7,34 120,13 7,03 6,93
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3. 3.3. Activité antimicrobienne

Les résultats de I'activité antimicrobienne ont révélé que toutes les 9 souches testées
(5 Ent. faecium, 2 P. acidilactici et 2 Ent. casseliflavus) sont capables d'inhiber la
croissance de B. cereus, Salmonella spp., E. coli, Listeria spp. et M. luteus (Tableau
XVII). La figure 13 illustre l'activité antimicrobienne des souches de bacteries
lactiques (L87, L154 et L169) par la méthode de spot avec des zones d’inhibition

claires.

Colonies de
BAL

Zone
d’inhibition

Souche
indicatrice

Figure 13. Activité antimicrobienne des souches de bacteries lactiques (L87, L154 et L169) par la méthode de spot :
A: activité antimicrobienne de Pediococcus acidilactici L87 a I'encontre de I'indicateur SKN 1157 Salmonella oranienburg
B: activité antimicrobienne de Enterococcus faecium L154 a I'encontre de I'indicateur SKN 1157 Salmonella oranienburg
C: activité antimicrobienne de Enterococcus faecium L154 a I'encontre de l'indicateur SKN 624 Micrococcus luteus

D: activité antimicrobienne de Pediococcus acidilactici L169 a I'encontre de I'indicateur SKN 557 Salmonella infantis.
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Tableau XVII. Spectre de I’activité antimicrobienne des souches dominantes de
bactéries lactiques isolées du maari

Enterococcus faecium Enterococcus Pediococcus
Souches BAL casseliflavus  acidilactici
indicatrices L9 L104 L1117 L134 L154  L142 L152 L87 L169
Bacillus cereus 11 ++ ++ ++ ++ 4+ ++ + ++ ++
Bacillus cereus 14 +++ ++ ++ ++ ++ + + +++ +4++
Bacillus cereus 391-98 +++ +++ +++ +++ +++ ++ ++ +++ ++
Bacillus cereus 007525 ++ ++ ++ ++ ++ + + ++ +
Bacillus cereus F 4810-72 ++ ++ ++ ++ ++ + + +++ +
Bacillus cereus NC 7401 +++ ++ ++ ++ ++ + + +++ +
Bacillus cereus PA24 ++ + + + ++ + + ++ ++
SKN 557 Salmonella infantis ++ ++ ++ ++ ++ + + ++ +4++
SKN 1157 Salmonella oranienburg ++ ++ ++ ++ ++ + + ++ +++
SKN 1160 Salmonella nigeria ++ ++ + ++ ++ + + ++ ++
SKN 565 Salmonella thompson ++ ++ ++ ++ ++ + + ++ ++
SKN 533 Salmonella typhimurium ++ ++ ++ ++ ++ + + +++ ++
SKN 1152 Salmonella typhimurium +++ ++ ++ ++ ++ + + ++ ++
SKN 1155 Salmonella typhimurium +4+4+ ++ ++ ++ ++ + + ++ ++
SKN 541 E. coli 81 nr. 149 ++ ++ ++ ++ ++ + + ++ ++
SKN 599 Yersinia enterocolitica 6A28 - - - - - - - - -
SKN 601 Yersinia enterocolitica 8A30 - - - - - - - - -
SKN 1018 Listeria monocytogenes 057 ++ ++ ++ ++ ++ + + ++ ++
SKN 1009 Listeria monocytogenes L028 + ++ + ++ ++ + + ++ ++
SKN 1014 Listeria monocytogenes Scott A ++ + ++ ++ ++ + + ++ ++
SKN 624 Micrococcus luteus ++ + ++ ++ ++ + + ++ ++

Zone d'inhibition (1Z) exprimée en mm ; chaque valeur represente la moyenne de 2 essais
-2 aucune inhibition; +: O< Zone d’inhibition (IZ) <5mm; ++: 6mm< 1Z<10mm; +++: 11mm< [Z<15mm; ++++:
1Z=16mm

Des résultats similaires ont été rapportés sur I'activité antimicrobienne des espéces
Ent. faecium, Ent. casseliflavus et P. acidilactici (Osmanagaoglu et al., 1998;
Kucerova et al., 2009; Sukumar et Ghosh, 2010; Bhakta et al., 2010; Yuksekdag
et Aslim, 2010). En outre I'activité ant-listeria des entérocoques est bien connue et
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pourrait s’expliquer par le fait que les entérocoques et les listeria soient
phylogenetiquement proches (Kucerova et al., 2009). Les bactéries lactiques
peuvent produire des substances antimicrobiennes comme les acides organiques,
'eau oxygénée ou le diacetyle capable d’inhiber la croissance des germes
pathogenes (Yuksekdag et Aslim, 2010). Aucune souche n’a été a mesure d’inhiber
le genre Yersinia, ce qui concorde avec les résultats rapportés par Yuksekdag et
Aslim (2010). Visser et al. (1996) ont mis en évidence la présence d’'un facteur
YadA contribuant a la résistance de Y. enterocolitica face aux substances
antimicrobiennes.

Au vu des résultats obtenus, les souches P. acidilactici (L87 et L169) et Ent. faecium
strain L154 pourraient controler la croissance des germes indésirables dans le maari.
Les especes P. acidilactici et Ent. faecium ont déja été suggérées comme cultures
starter dans certaines fermentations (Sukumar et Ghosh, 2010; De Castro et al.,
2002; Leroy et al., 2003). Cependant, il convient de pousser les investigations sur
I'innocuité de la souche Ent. faecium L154 car elle a été citée dans certaines
infections nosocomiales (Giraffa, 2003).
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES
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Les souches dominantes de bactéries aérobies mésophiles isolées des graines
fermentées de baobab ont été évaluées et les résultats ont montré que 3 souches de
Bacillus subtilis (B3, B122 et B222) étaient dotées de propriétés antimicrobiennes a
'encontre des microorganismes pathogénes notamment L. monocytogenes et B.
cereus. La caractérisation physico-chimique a montré que les substances secrétées
par les 3 souches sont des bactériocines. Il s’est avéré que I'aération joue un role
important sur la croissance cellulaire et la production de bactériocines par les 3
souches de Bacillus subtilis (B3, B122 et B222) étant donné qu’une forte sécrétion
de bactériocine a été observée sous aération moderéé. Les génes de structure de la
subtiline et de la subtilosine ont été identifiés dans le génome de B3, B122 et B222
par amplification a I'aide d’amorces spécifiques d’ADN. Le séquencage d’une partie
des genes impliqués dans la production de bactériocine a permis d’identifier une
organisation génétique originale. Par ailleurs, la composition du milieu d’incubation
influence fortement la production de bactériocine par les souches sélectionnées de
B. subtilis B3, B122 et B222 (isolées du maari). En ce sens, un maximum d’activité
antimicrobienne a été observé dans le milieu BHI incorporé avec 5% de mouture de
graines de baobab pour B3, B122 et B222. La capacité de production de
bactériocine fait des B. subtilis B3, B122 et B222, des souches prometteuses pour
former un consortium de cultures starter avec activité inhibitrice de la croissance des
germes pathogénes durant la production du maari.

L’activité antimicrobienne, la résistance a I'acidité ainsi que la tolérance a la bile ont
été étudiées au sein des souches dominantes de bactéries lactiques isolées du
maari. Deux souches de P. acidilactici (L87 et L169) et une souche Ent. faecium
(L154) ont présenté une activité antimicrobienne contre une gamme importante de
germes pathogénes notamment 7 espéces de B. cereus, 7 especes de Salmonella
spp., 3 espéces de L. monocytogenes, une espéce de E. coli et une espece de M.
luteus. Les souches L87, L169 et L154 ont également présenté une bonne capacité
a survivre dans les conditions acidiques ainsi qu’en présence de la bile. Ces
différentes propriétés font des souches L87, L154 et L169, des candidats
prometteurs pour constituer une culture starter pour le contréle et I'optimisation de la
fermentation du maari.

Au regard des résultats obtenus, un consortium de cultures starters composés des

souches sélectionnées de B. subtilis (B3, B122 et B222) et de bactéries lactiques
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(L87, L154 et L169) s’avere efficace pour la fermentation contrélée des graines de
baobab.
Cette étude est une contribution a la connaissance et a la valorisation des produits
fermentés traditionnels du Burkina Faso notamment le maari. Elle a permis de:
- déterminer les propriétés antimicrobiennes des souches dominantes isolées au
cours de la fermentation des graines de baobab ;
- déterminer l'influence de la composition du milieu d’incubation sur la production de
bactériocine par les souches sélectionnées de B. subtilis isolées du maari ;
- disposer de données scientifiques sur les souches dominantes isolées du maari ;
- disposer de données sur le baobab.
Les résultats obtenus montrent que I'utilisation de souches sélectionnées comme
cultures starter permettrait de contrdler la fermentation des graines de baobab,
d’améliorer la qualité bactériologique du maari final en limitant les risques de
contamination, d’assurer la sécurité sanitaire du maari et de préserver la santé du
consommateur. Le présent travail devra cependant étre poursuivi et complété par
d’autres études notamment:
> la réalisation de fermentations contr6lées par inoculation de cultures starter de
B. subtilis et de bactéries lactiques avec I'application des Bonnes Pratiques
d’Hygiéne (BPH) et des Bonnes Pratiques de Fabrication (BPF), suivie de la
caractérisation biochimique, microbiologique et organoleptique de la matiere
premiére, des produits intermédiaires et des produits finis ;
> le développement de cultures starter a I'état lyophilisé ou déshydraté, plus
pratiques pour les unités de production ;
> létude de la capacité de dégradation des protéines, des lipides et des
glucides au niveau des souches de B. subtilis (B3, B122 et B222) et de
bactéries lactiques (L87, L154 et L169).
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