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AVANT - PROPOS

Cette thése de Doctorat d’Etat de I'Université de OQuagadougou, est une
thése sur publications. Elle est rédigée sur la base desdites publications
complétées ou actualisées par des données nouvelles. Une introduction
générale initie un fil conducteur permettant de relier les difféerentes

publications et conduisant a la conclusion générale.
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INTRODUCTION

Les microorganismes, au départ, se sont révélés a 'homme surtout
comme des pires ennemis. Mais, & leur découverte, beaucoup se sont
présentés soit comme des acteurs principaux de la conversion de la
matiére organique en composés minéraux simples assimilables par les
autres formes de vie soit comme des auxiliaires indispensables a
'homme par les possibilités illimitées que l'on peut tirer de leur
métabolisme.

Ainsi, 'nomme a appris par son savoir faire a travers les siécles a utiliser
les microorganismes (levures, moisissures, bactéries) pour produire par
fermentation des flaveurs, des ardmes, des aliments, des boissons, des
médicaments et des produits chimiques.

Dans le cadre de la problématique alimentaire du Congo, notre activité
de recherche a été réorientée en biotechnologie pour tenter d’améliorer
la qualité des aliments traditionnels fermentés. Au Congo, depuis des
temps immémoriaux, un savoir faire artisanal a permis d’exploiter sans
connaissances scientifiques les potentialités des procédés de
fermentations pour produire des aliments et boissons fermentés. Ces
procedés constituent des voies de valorisation de ressources agricoles.
Divers aliments fermentés indigénes du Congo ont été caractérisés et
leurs technologies, transmises de génération en génération de méres en
filles, sont maitrisées par les femmes. Ces aliments comprennent entre
autres des racines, des feuilles, des graines, des fruits, etc.

La pulpe ou la baie d’'un fruit et les feuilles de certaines plantes peuvent
étre mises a fermenter pour donner des légumes fermentés. C’est le cas
de Landolphia jumelei ou tsiya ,( pulpe fermentée d’une baie) et du ntoba
mbodi ( feuilles fermentées du manioc). En ce qui concerne les racines,
notamment les tubercules de manioc, c’'est la pulpe qui est fermentee



puis transformée pour donner un aliment glucidique de base chez les
congolais, le fufu (masse empesée et gélifiée de la farine de manioc) et
la chikwangue (masse cuite de pate fermentée de manioc).

Quant aux feuilles, ce sont surtout les feuilles de manioc qui sont
fermentées pour donner un légume fermenté trés prisé dans certaines
contrées du Congo. L'étude de ces aliments fermentés indigénes devrait
permettre d’améliorer la qualité et d'optimiser la production desdits
aliments.

Les boissons traditionnelles fermentées sont produites selon les
procédées traditionnels généralement dans les zones ou sont cultivées
les matieéres premiéres veégetales, par exemple le palmier a huile, les
agrumes, l'ananas et la canne a sucre. La technique de fermentation
consiste a laisser tourner le jus extrait de certains fruits ou la séve du
palmier a huile afin de produire de {'alcool. Il s’effectue une fermentation
spontanée grace a la présence de la microflore issue de la matiére
végétale. Les vins de certains types de fruit sont trés appréciés des
congolais mais la période de production correspond a la saison de
maturité du fruit. On peut citer les vins d'orange, de pamplemousse,
d’ananas, de palme, etc...Comme autres boissons alcoolisées, il y a le
boganda, qui résulte de la fermentation d’un mélange aqueux de la
farine de malt de mais avec la farine de manioc empesée. Le liduide
fermenté est par la suite distillé.

Ces aliments et boissons fermentés traditionnels occupent une place de
choix dans l'alimentation des congolais. Le vin de palme est utilisé dans
toutes les cérémonies traditionnelles de la société congolaise. L'apport
énergétique est assuré par le fufu ou la chikwangue. Le pain, naguére un
produit de luxe et de promotion sociale, s’est aujourd’hui introduit dans
les habitudes alimentaires des congolais. Ce phénoméne s’accentue
avec la pauvreté qui galope. Le lait fermenté, notamment le yaourt, est le



produit laitier le plus répandu. Trés prisé en raison de son caractére
nourrissant et rafraichissant et de son co(t modéré, il est fabrigué dans
des petites unités industrielles et artisanales.



CHAPITRE 1
REVUE BIBLIOGRAPHIQUE
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1. LES FERMENTATIONS

Selon les théories sur I'histoire de la terre, les premiéres cellules
vivantes apparues il y a environ 3,5 x10° d'années dans un
environnement dépourvu d’'oxygéne mais riche en molécules organiques
d’origine géochimique, ont da utiliser des voies métaboliques
productrices d'ATP les plus primitives qui ressemblaient
vraisemblablement aux formes actuelles de fermentation (1).
La fermentation est une oxydation biologique au cours de laquelle
accepteur final d’hydrogéne est un composé organique. Cet accepteur
final peut étre un produit de dégradation du substrat oxydable ou une
autre substance organique présente dans le milieu. Le substrat oxydable
peut aussi jouer ce double rdle, a la fois source de carbone et accepteur
d’électrons libérés.
Louis PASTEUR a reconnu en 1860 que la fermentation n’était pas un
processus spontané mais le résultat de vie en absence d’air (2). Il a
réalisé que des levures décomposent beaucoup plus de sucres en
anaérobiose qu’'en aérobiose et que la fermentation anaérobie était
essentielle a la vie de ces organismes (2). Actuellement, le mot
fermentation est employé indistinctement pour des cultures microbiennes
en présence ou en absence d'oxygéne. Une double définition de la
fermentation peut étre donnée.

a) La fermentation est I'ensemble de processus de transformations
d’oxydo-réduction conduisant, a partir d’un substrat organique, a un
métabolite particulier avec production d’énergie sans transport
d’électrons. Selon la nature du métabolite synthétisé par le micro-
organisme, on parle de fermentation alcoolique, lactique, acétique,
etc.

11



b) La fermentation d’'un point de vue technologique se définit comme
'ensemble des opérations qui permettent de cultiver les micro -
organismes et de contrdler leurs activités biosynthétiques : synthése
de biomasse, d’enzymes ou de molécules organiques diverses.

Certains micro-organismes en anaérobiose pour survivre tirent leur

énergie de la transformation des glucides en alcool, dioxyde de

carbone et en acides organiques en substituant leur processus de
respiration (aérobie) par un autre qui est la fermentation.

Au cours de la fermentation des glucides, ce sont les réactions de

réduction du pyruvate qui differencient les bactéries fermentaires. Elles

conduisent a des produits finaux divers soit uniques soit en mélange :
éthanol, lactate, propionate, formiate, butyrate, succinate, caproate,
acetate, n-butanol, 2-3 butanediol, acétone, 2-propanol, CO,, H.. Selon

I'importance de ce produit final, on parlera de fermentation alcoolique,

aceétique, lactique, propionigue, etc...

ll'y a donc plusieurs types de fermentations.

12
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1.1 LES TYPES DE FERMENTATIONS

1.1.1 La fermentation alcoolique
Le catabolisme des sucres simples en anaérobiose avec production
finale d’éthanol et de dioxyde de carbone constitue la fermentation
alcoolique (2) (3). La fermentation alcoolique est trés répandue chez les
levures, Saccharomyces, Kluveromyces, Brettanomyces etc. Peu de
bactéries (Zymomonas mobilis, Zymomonas lindnerie, Zymosarcina
ventriculi,...) réalisent la fermentation.
Dans la fermentation alcoolique par la levure, le cycle métabolique
débute par la glycolyse ou voie dEmbden- Meyerhof- Parnass. C’est
ensuite I'acétaldéhyde, produit de la décarboxylation du pyruvate, qui
est 'accepteur d’électrons. La réduction de l'acétaldéhyde est assurée
par 'alcool déshydrogénase en présence de NADH,.
Le NADH produit dans I'etape de loxydation est reoxydé dans une
réaction par laquelle le substrat est réduit en produit final. Le NAD
alterne entre les formes oxydées et réduites.
Ce couplage strict des étapes d'oxydation et de réduction est
caractéristique de toutes les fermentations anaérobies. La formation
d’ATP a partir d’ADP et P, par phosphorylation au niveau du substrat
est commune a toutes les fermentations.
Les souches de levures assurant la fermentation alcoolique tolérent des
concentrations élevées d’éthanol, plus de 15% (v/v), que supportent peu
de micro-organismes. Toutefois, cette tolérance varie d’une souche a
l'autre.
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Une variation de la fermentation alcoolique a lieu lorsque la levure est en
croissance en milieu alcalin. Dans ces conditions, I'acétaldéhyde est
oxydé en acide acétique par une déshydrogénase NAD" dépendante.
Le NADH formé dans cette étape est utilisé pour réduire une quantité
équivalente d’acétaldéhyde en éthanol. En méme temps, le NADH
produit dans l'oxydation initiale du triose-P est utilisé pour réduire la
moitié du triose-P formé en glycérol-P

2 glucose + HLO ——> 2 glycérol + éthanol + acétate + H" + 2 C0,

La réaction sous cette forme est probablement avantageuse pour la
cellule parce que I'acide acétique produit tend a neutraliser les alcali. Le
pH du milieu revient a la neutralité.

Certaines fermentations peuvent étre dériveées du cycle de l'acide
tricarboxylique ou du shunt glyoxylique. Escherichia coli, Pseudomonas
et de nombreuses espéces de moisissures sont impliquées dans ces

fermentations.
1.1.2 La fermentation lactique

On peut distinguer dans ce groupe deux types de fermentations dans
lesquels l'acide lactique est le produit uniqgue ou dominant. La
fermentation homolactique est une voie métabolique produisant de
l'acide lactique, comme seul produit final. La fermentation est dite
hétérolactique quand il y a une forte production d’acide lactique, d'acide
acétique, d’éthanol et de dioxyde de carbone (2) (3).

La fermentation homolactique est realisée par les bactéries
homolactiques comme Lactobacillus lactis, L. bulgaricus, L. delbrueckii,
Enterococcus faecalis, Streptococcus thermophilus et Pediococcus

15



damnosus. Quelques bacteries lactiques du genre Lactobacillus,
notamment Lactobacillus coprophilus, L. fermentatum, etc... et
Leuconostoc mesenteroides accomplissent la fermentation
hétérolactique par la voie des pentoses-phosphates, car ces bactéries
manquent les enzymes clé de la fermentation homolactique, la fructose-
1,6-diphosphate aldolase et la triose-phosphate isomérase.

La dégradation du glucose se fait par la voie de la phosphocétolase. Le
glucose est converti en ribulose-5-phosphate formé a partir du 6-
phosphogluconate, en utilisant des réactions de la voie des pentoses-
phosphates. L’'épimérisation du ribulose-5-phosphate donne le xylose-5-
phosphate qui est scinde par la phosphocetolase en glycéraldéhyde-3-
P et en acétyl-P.

Le glycéraldéhyde-3-P formé est converti en acide lactique et l'acéetyl-P
en éthanol. La production globale d’énergie est seulement d’'un ATP par
glucose fermenté. Le rendement énergétique dans une fermentation
hétérolactique est deux fois plus faible que dans une fermentation
homolactique.

Une simple modification permet une fermentation des pentoses en
acides acétique et lactique avec production d’'un ATP via l'acéetyl-P. Un
second ATP est produit a partir de I'oxydation du glycéraldéhyde-3-P.
La production nette est de deux ATP. |

Une autre fermentation basée sur I'oxydation en 6-phosphogluconate
utilise la voie d’Entner-Doudorof.

Quel que soit le type de fermentation lactique, homo- ou hétéro-lactique,
I'acide pyruvique constitue un intermédiaire important du meétabolisme

des bacteries lactiques.

16
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1.1.3 La fermentation acétique

L'acide acétique est le produit principal de la fermentation acétique. |i
provient de 'oxydation de I'alcool. Comme bactéries acétiques, 'on peut
citer Clostridium aceticum, C. thermoaceticum, Acetobacter woodi, etc...

1.1.4 La fermentation propionique

L’acide propionique est le produit majeur de la fermentation propionique
.La base de la fermentation propionique est la conversion de l'acide
pyruvigue en acide oxaloacétique par carboxylation et la réduction
ultérieure de celui —ci en acide succinique avec réoxydation du NADH +
H* en NAD" .L'acide succinique est décarboxylé pour fournir I'acide
propionique comme produit final. La conversion de I'acide pyruvique en
acide propionique implique une série cyclique des réactions qui peut étre

résumée de fagon suivante :

pyruvate + méthylmalonyl CoA —> oxaloacétate + propionyl CoA

oxaloacétate + NADH +H® ——> succinate + NAD ”

succinate + propionyl C)oA—~ succinylCoA+ propiohate
succinyl CoA E— méthymalonyl CoA

Les bactéries propioniques, notamment celles du genre

Propionibacterium, fermentent l'acide lactique, le produit final de
fermentation d’autres bactéries, en acides propionique et acétique et en
dioxyde de carbone. Ces bactéries sont capables d’extraire un peu

d’énergie de liaison a partir de I'acide lactique.



Le gain net est une molécule d'ATP. Cette réaction explique
probablement la niche particuliére dans I'écologie du rumen de I'animal
qui est occupé par les bactéries propioniques.

1.1.5 La fermentation butyrique
Le glucose peut étre converti en acides butyrique et acétique.

2 glucose +2H,O0 — butyrate +2 acétate” + 4CO, + 6H, +3H"
AG° =-479kJ/2 moles de glucose

La réaction clé dans la fermentation butyrique est la formation
d’'acétoacetylCoA par la condensation de deux molécules d’acétylCoA
dérivé du pyruvate ou d’acétate.

L'acétoacétylCoA est par la suite réduite par 2 molécules de NADH + H+
et I'acide butyrique se forme.

Les bactéries des genres Clostridium, Butyrivibrio, Eubacterium et
Fusobacterium métabolisent les sucres en pyruvate qui est converti
ultérieurement en plusieurs produits dont P'acide butyrique, le butanol,
l'acétone, I'isopropanol et le dioxyde de carbone.

Il existe des fermentations étroitement liees qui sont accompliés par
Clostridium kiluyveri

2CH3-CH=CH-COO" +2H,0 > butyrate” + 2 acétate” + H”
Crotonate AG°=-105kJ/mole

19
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Une autre fermentation inhabituelle accomplie par Clostridium kluyveri
est la conversion d’éthanol et acétate en butyrate et caproate

Ethanol + acetate” @—84— > butyrate” + H,O

2 éthanol + acetate” caproate” + 2H,0

1.1.6 La fermentation acide mixte

La fermentation acide mixte permet la dégradation de I'acide pyruvyque

produit a partir du glucose en anaérobiose en différents produits selon

les espéces de micro-organismes et leur complément d’enzymes. Elle

produit :

(@) 3 acides majeurs (I'acide lactique, l'acide succinique et l'acide

acétique), (b) I'éthanol, (c) et soit l'acide formique soit le dioxyde de

carbone et I'hydrogéne, selon l'absence ou la présence de I'enzyme

hydrogéne lyase formique.

Cette degradation du pyruvate survient par une des deux voies distinctes

de fermentation: la fermentation acide mixte et la fermentation

butanediol (2) (3).

Les entérobactéries comme Escherichia coli, Salmonella et Enterobacter

sont impliquées dans la fermentation acide mixte. La réaction globale de

la fermentation acide mixte peut étre écrite ainsi :

Glucose + H,0O s> éthanol + acetate + H" + 2 H,+2CO;,
A G° =-225 kd/mole.

La fermentation butanediol produit aussi les acides lactique, succinique
et acétique mais en quantités plus faibles. D’autres produits de la
fermentation butanediol sont le butanediol, I'éthanol, le dioxyde de
carbone et I'hydrogene.
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Les deux voies peuvent étre facilement distinguées par la quantité
d’acides produits.

ll'y a plus d'acides produits dans la fermentation acide mixte que dans
la fermentation butanediol. Le rapport CO, /H, produit dans les deux
voies est différent . le rapport est 1/1 dans la fermentation acide mixte
mais 6/1 dans la fermentation butanediol.

Mixed acid fermentation (e.g. Escherichia coli)

Glucose —»—>—> Pyruvate » Lactate
Glycolysis
CO,
K » Succinate
v r— Ethanol
AcetylCoA
Acetate
+
. . ‘ > CO,
Formic acid
(HCOOH)
> H,

Butanediol fermentation (e.g. Enterobacteri)

—» 2.3 butanediol + CO-
— Etahno!

—— Lactate

. e e
Glucose Pyruvate Succinate
Glycolysis

——»  Acétate

—» CO,+ H-

Figure 4 : Fermentation acide mixte (3)
Fermentation butanediol (3)
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Le glucose est initialement converti en acide pyruvique avec formation
de deux molecules d’ATP et de deux de NADH. L’acide pyruvique est
scindé en acétyl-CoA et acide formique par la pyruvate-lyase. La moitié
de lacétyl-CoA est clivée en acide acétique via l'acétyl-P avec
production d’ATP tandis que l'autre est réduite en éthanol en utilisant
deux molécules de NADH produites dans I'oxydation initiale du triose
phosphate. L’énergie globale fournie est de 3 molécules d'ATP par
molécule de glucose. Quelques molécules de glucose sont aussi
converties en acides D-lactique et succinique: dou le nom de
fermentation acide mixte.

Dans quelques fermentations acides mixtes, notamment chez Shigella,
lacide formique s’accumule mais dans d’autres cas, par exemple chez
E. coli, il est converti en dioxyde de carbone et hydrogéne.

Les fermentations acides mixtes ne se limitent pas aux bactéries. Les
trichomonades, protozoaires flagellés parasites, ont aussi un
métabolisme aérobie ol le pyruvate est converti en acétate, succinate,
dioxyde de carbone et hydrogéne.

1.1.7 La fermentation méthanique

La production du méthane par les bactéries anaérobies a lieu par le
transfert de méthyle a partir de méthylcobalamine, une réaction trés
importante dans la biosphére. Les bactéries méthanigénes peuvent
convertir les groupes méthyles du méthanol, de 'acétate ou N'- CH;
THF en méthane et peuvent aussi réduire en méthane le CO,, le
formaldéhyde ou le formate (4).

Le clivage complet de la matiére organique biodégradable dans les
écosystémes anaérobies sans lumiére ou accepteur d'électrons autre
que le CO, impligue au moins trois groupes métaboliques généraux de
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microorganismes. Un groupe complexe d’anaérobes hydrolyse et
fermente les substrats primaires avec production majeure d’acides gras,
CO,, H, et ammonium. Le groupe métabolique intermédiaire, les
bactéries acétogénes, oxydent les acides gras en acétate, CO2, et H,.
Enfin, le groupe terminal, les bactéries méthanigénes, utilisent d’abord
I'hydrogéne, le formate, le CO, ou I'acétate comme source d’énergie et
convertissent ces composés en méthane et CO, (2) (3) (5) (6).

1.1.8 La fermentation alcaline

La fermentation alcaline est un processus essentiellement protéolytique.
Elle est caractérisée par I'alcalinisation du pH, I'hydrolyse des protéines
en acides aminés et peptides et la libération d’ammoniaque. Les
fermentations alcalines sont dominés par les bacilles, principalement
Bacillus subtilis, Bacillus licheniformis et Bacillus pumilus (7) (8) (9).

1.2 UTILITE DES FERMENTATIONS

Les fermentations sont mises a profit par 'lhomme pour répondre a ses
besoins dans plusieurs domaines: alimentation, santé, énergie,
industrie, assainissement de I'environnement, etc... Elles fournissent des
enzymes, des antibiotiques, des arbmes, des flaveurs, des vitamines,
des surfactants, des pigments, etc... Les microorganismes sont donc
utilisés comme usines chimiques ou comme produits de fermentation
eux-mémes. Les produits de fermentation sont soit dans les cellules soit
sécrétés dans le milieu.

La fermentation alcoolique est utilisée pour la fabrication des boissons
alcoolisées et au pain. Dans le cas des boissons alcoolisees, on cherche
a produire de 'alcool plutdét que du dioxyde de carbone qui est plus utile
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dans la fabrication du pain. Les boissons alcoolisées sont classées en 3
catégories . les vins et les biéres fabriqués par fermentation d’un jus
extrait de fruit ou d’'une macération sucrée de grain, les vins coupés avec
de I'eau de vie pour augmenter leur degré d’alcool et spiritueux obtenus
par distillation des vins ou des biéres. En ce qui concerne le pain, les
bulles de dioxyde de carbone produit lors de la dégradation des sucres
par les levures sont piégées dans la pate et donnent au pain aprés
cuisson sa texture alvéolaire caractéristique (10) (11) (12).

La fermentation alcoolique fournit également de 'éthanol a partir des
déchets contenant le sucre, 'amidon ou la cellulose. Les déchets
contenant I'amidon et la celiulose sont au préalable convertis en sucres
avant la fermentation.

La fermentation lactique est employée pour la fabrication des produits
laitiers (fromages, yaourts, beurre, boissons fermentées de lait, etc...) et
l'obtention des aliments fermentés (légumes fermentés, saumures,
etc...) avec production d’autres acides et composés donnant la flaveur
aux aliments. Il en est de méme pour I'ensilage. Quant a la fermentation
acétique, elle est utilisée pour la production du vinaigre a partir du vin
(11) (13).

La fermentation alcaline touche des aliments riches en protéines/lipides
et donne des produits qui ont une forte flaveur, par exemple le
dawadawa (nigérian), le soumbala (malien ou ivoirien), le natto
(japonais) et I'ogiri (nigérian) (7) (8) (9) (14).
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Figure 5 : Quelques aliments fermentés et microorganismes impliqués
dans la fermentation

Aliments fermentés Matiére premiére Microorganismes Type de fermentation
Biére kaffir Mais ou sorgho Saccharomyces alcoolique
cerevisiae
Lactobacilius
delbrueckii
Tapé ketan (pate) Manioc (racine) Amylomyces rouxii
Endomycopsis burtonii
Vin Raisin (jus) Saccharomyces
cerevisiae
Saccharomyces
champagnii
Pain Blé (farine) Saccharomyces
cerevisiae
Choucroute Chou (légume) Lactobacillus plantarum | lactique
L.euconostoc sp
Fromage blanc Lait Streptococcus lactis
Yoghourt Lait Streptococcus
thermophilus
Lactobacillus bulgaricus
Gari Manioc (racine) Corynebacterium
manihot
Geotrichum candidum
Ogi (bouillie) Mais et mil Lactobacillus
delbrueckii
Tempeh Soja Rhizopus oligosporus
Dawadawa ou Graines Bacillus alcaline
Soumbala
Natto Graines (s0ja) Bacillus
Aspergillus oryzae
Ntoba mbodi Feuilles Bacillus

Le lait, les légumes, les céréaies, les tubercules et les graines sont
utilisés comme matiéres premiéres. La fermentation conduit a des
changements dans la couleur, 'ardme, la flaveur et la texture. Elle
contribue a I'amélioration de la valeur nutritionnelle par 'augmentation
de la teneur en protéines, vitamines, etc ... Pour le lait et les legumes, la
fermentation sert essentiellement a conserver les éléments nutritifs alors
que pour les autres aliments traditionnels elle sert & augmenter le got et
la saveur avec accroissement de la teneur en protéines.

La fermentation des composés cellulosiques (glucose, pentoses) est
susceptible de fournir des produits chimiques de base clé pour
lindustrie, notamment lindustrie chimique: éthanol, acide acétique,

26




acétone, n-butanol ou 2,3-butanediol et peut-étre des phénols
(aromatiques) (15) (16).

La fermentation microbienne avec les cellules de levures, bactéries,
champignons et algues permet la production de protéines unicellulaires.
Celles-ci sont utilisées comme aliments pour homme ou pour animal.

La fermentation anaérobie des déchets fournit le bio gaz, constitué
essentiellement de méthane et de dioxyde de carbone. Les déchets
digérés peuvent étre utilisés comme fertilisants. Au cours de cette
fermentation anaérobie, il y a non seutement réduction des pathogénes
fécaux mais aussi des pathogénes des plantes qui sont dans les résidus
d’'une récolte a l'autre (6) (10).

Parmi les produits de fermentation, l'on peut citer d'une part les
polyméres protéiques, notamment les enzymes qui peuvent étre utilisées
en industries alimentaires, chimiques, et pharmaceutiques et d’autre part
les polyméres non protéiques, principalement les polysaccharides et le
poly-béta-hydroxybutyrate. Beaucoup de polyméres non protéiques
trouvent application dans Vindustrie alimentaire comme agents
émulsifiants et comme agents donnant de la texture aux produits
alimentaires. lls sont aussi utilisés comme matrices insolubles pour
immobiliser les enzymes et les cellules (17) (18).

Parmi les petites molécules obtenues par fermentation microbienné, 'on
compte les antibiotiques, les acides aminés et les acides
organiques (19). Les molécules d’antibiotique comprennent des
peptides, des glucides, des hydrocarbures, des dérivés benzéniques et
d’autres espéces chimiques. Quant aux acides aminés, ils sont utilisés
comme  suppléments nutritionnels chez 'homme et les
animaux. Beaucoup d’autres composés synthétisés lors des
fermentations possédent une activité pharmacologique (16) : anti-
inflammatoire, hormone, insecticide, etc....



Figure 6 : Production microbiologique de quelques composés par

fermentation
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Les fermentations constituent donc une source importante de composés
(aliments, boissons, médicaments, produits chimiques, etc...) utiles a
'hnomme dont le champ d’action est vaste et divers et l'utilisation en
augmentation (10) (11) (13) (15) (16) (20) (21).

Dans les fermentations alimentaires traditionnelles, les activités

métaboliques qui prennent part sont I'apanage d’'une vaste gamme de

microorganismes. Les bactéries lactiques, par exemple, sont

communément impliquées soit comme groupe unique soit en

association avec d’autres bactéries, levures ou champignons dans les



procedes de transformations. Cependant, les activités métaboliques
concertées qui ont lieu dans la plupart des fermentations traditionnelles
alimentaires du Congo n’ont pas encore été totalement étudiées. Il existe
pourtant des possibilités de développement des aliments fermentés
indigénes d’origine végétale encore conduits au niveau artisanal ou
familial.

Des exemples des procédés de fermentation hautement industrialisée
sont ceux conduisant a la production du tempé, des biéres, du vin. Dans
tous ces cas, la compréhension fondamentale de [I'écologie
fondamentale des fermentations spontanées ou naturelles (association
et interaction microbienne, facteurs écologiques), des conditions
physico-chimiques et du procédé technologique et la mise au point et le
développement des starters adéquats ont constitué des étapes
nécessaires a I'amélioration des technologies et a l'intérét accordé aux
dits produits.

Une connaissance fondamentale de ['écologie microbienne des
procédés de fermentation naturelle ou spontanée et la mise au point des
starters sont donc nécessaires pour le développement des fermentations
naturelles. Des exemples récents d'introduction réussie de cultures
starters sont la production de la biére mageu avec Lact. delbrueckii et les

fermentations des olives vertes espagnoles avec Lact. plantarum.

Au Congo, un savoir faire traditionnel incontestable a su, sans
connaissance scientifique, exploiter les potentialités des procédés de
fermentation. Parmi tous les aliments fermentés, nous avons étudié ceux
qui sont représentatifs d’'une habitude alimentaire a I'échelle nationale.
Ce sont le tubercule roui de manioc, la pate fermentée de mais, les
feuilles fermentées de manioc et le vin de palme. La caracteristique
commune de tous ces produits, comme il en est de la plupart des
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produits traditionnels, est la variabilitt des qualités aussi bien
organoleptiques qu’hygiéniques, car malgré le savoir faire empirique, les
procédés demeurent sous linfluence non contrélée des conditions
environnementales et sont laissées au hasard de la fermentation

spontanée.

Dans ce travail, notre objectif est double :

- Ameéliorer la compréhension des mécanismes métaboliques
survenant au cours des fermentations alimentaires.

- Dégager les caractéristiques fondamentales de chacune des

fermentations.

Notre étude va servir de guide de conduite pour lever les principales
contraintes afin d’assurer 'amélioration du statut des aliments fermentés,
éléments d’héritage culturel. Ces aliments sont bien connus et acceptés
des consommateurs et en conséquence constituent une base appropriée
pour le développement d'industries alimentaires locales lesquelles
préservent non seulement les produits agricoles mais stimulent et
permettent le développement agro-industriel. La production du tempé
dont la production annuelle est estimée entre 150 000 et 500 000
tonnes par des petites unités de production est un exemple approprieé de
développement des capacités locales de transformation et donc de
valorisation des légumes et céréales en produits fermentés a haute
valeur ajoutée .



2. ALIMENTS FERMENTES DU CONGO

Le Congo présente une variété d'aliments fermentés traditionnels. Notre
étude a porté sur quatre de ces aliments en raison de leur impact
économique et culturel ou sociologique auprés des autochtones et du
type de matiere premiére végétale. Il s’'agit de: « nsamba» (vin de
palme), « poto-poto » (pate fermentée de mais), « bikedi » (tubercules
rouis de manioc) et « ntoba mbodi » (feuilles fermentées de manioc).

2.1- VIN DE PALME « NSAMBA »

Parmi les boissons locales consommées au Congo figure le vin de
palme. Le vin de palme est obtenu par fermentation naturelle de la séve
sucrée du palmier a huile (Elaeis guineensis). C'est un liquide
blanchatre, pétillant, & saveur sucrée et aigrelette, d'un golt assez
agréable. Il est peu alcoolisé et contient 1,5 & 2,1 % d’éthanol (22). Son
pH varie entre 4 et 5 (23). La concentration en sucres solubles de la
seve du palmier varie entre 12 et 15 %, le principal sucre étant le
saccharose. On trouve également en faible quantité le glucose, le
fructose, le raffinose, le maitose et les oligossacharides (24). La séve
fermentée contient aussi des acides organiques et des acides aminés
(25).

La flore microbienne du vin de palme est trés diverse. Elle est conétituée
de bactéries lactiques, acétiques, de Zymomonas spp., de microcoques
et de levures (26) (27) (28) (29) (30). L’'importance socio-économique de
cette boisson (31) nous a conduits a étudier les caractéristiques
microbiologiques du vin de palme et a suivre I'évolution du pH, des
sucres réducteurs et des métabolites produits au cours de la
fermentation (32) (33).
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2.2- PATE FERMENTEE DE MAIS « POTO-POTO »

En Afrique, le mais (Zea mays) est transformé en plusieurs produits
parmi lesquels la péte fermentée. Obtenue selon un procédé
extrémement long et fastidieux (34), cette pate est appelée "uji ” ou “
akamu” au Kenya (35), “ogi” au Nigeria (36), “ koko” ou ““ akasa” au
Ghana (37), “mahewu” en Afrique du Sud (38), et “poto-poto” au Congo
ou elle est utilisée particuliérement pour la préparation des aliments de
complément (47 % de la population en zones rurales et 78 % a
Brazzaville (39).

Malgré de nombreuses études portant sur la microflore, les produits
organiques libérés ainsi que les possibilités d’amélioration (34), ce
produit pose toujours de nombreux problémes : qualités organoleptiques
trés variables (40) (41) (42), valeur nutritionnelle trés pauvre (39),
encombrement digestif, facteur éticlogique de malnutrition chez les
jeunes enfants (43), présence dans plusieurs cas d’'une microfiore de
contamination.

Dans le présent travail, nous avons déterminé les principales étapes.de
la fermentation, [lincidence réelle de celle-ci sur la qualité
microbiologique du produit et I'importance de la dégradation de I’amidon
au cours du processus fermentaire.

Nous avons donc étudié la cinétique des parametres microbiologiques
(bactéries lactiques, entérobactéries, bactéries amylolytiques, levures),
biochimiques (sucres, alcools, acides organiques) et physio-chimiques
(pH, pO,, température, matiére seche) pendant la production du poto-
poto.
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2.3- TUBERCULES ET FEUILLES DE MANIOC FERMENTES

La plante de manioc (Manihot esculenta Crantz) est une plante vivace
qui peut atteindre, aprés croissance, une hauteur de 2 & 4 m environ
selon les variétés. Les feuilles sont larges et palmées et comprennent 5
a 7 lobes. Elles sont portées par un pétiole long et mince. Des grappes
de racines (ou tubercules) mures de 30 a 120 cm de long et de 4 & 15
cm de diameétre apparaissent dans le sol. La racine posséde deux
parties : la partie externe constitue la peau et la partie interne la pulpe.
Le manioc (Manihot esculenta Crantz) est le troisiéme aliment sous les
tropiques, apres le riz et le mais du point de vue des quantités
consommeées. li est une source importante de calories car il couvre 60%
des besoins calorifiques journaliers des populations en Afrique tropicale
et en Amérique centrale (44). En Afrique centrale, notamment au
Congo, le tubercule de manioc est consommeé principalement sous forme
de farine (foufou) ou de pain de manioc (chikwangue ).

Par ailleurs, les feuilles de manioc sont utilisées pour la consommation
humaine du fait de leur haute valeur nutritionnelle. Les feuilles de
manioc sont riches en protéines, minéraux et vitamines. Elles sont
riches en tous les acides aminés essentiels sauf la méthionine et la
phényialanine (45) (46) (47) (48) (49). Du point de vue nutritionne!', elles
contiennent en poids sec 17 a 34 % de protéines et 16 a 26 % de fibres.
Le manioc contient, dans les tubercules et les feuilles, du cyanure
présent sous forme de glucosides cyanogéniques : la linamarine et la
lotaustraline (50) (51) dans un rapport de 93/7 (562). Le manioc est classé
selon la teneur en acide cyanhydrique en 3 catégories :

1°) variété trés toxique avec plus de 100 mg HCN/ kg de pulpe

2°) variété modérément toxique avec 50- 100 mg HCN/ kg de pulpe

3°) variété non toxique avec moins de 50 mg HCN/ kg de pulpe
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L'hydrolyse de ces glucosides cyanogéniques par I'enzyme endogéne
linamarase libére l'acide cyanhydrique qui est toxique. Pour éliminer
I'acide cyanhydrique létal aux doses de 0,5 a 3,5 mg par kilogramme de
poids corporel et rendre les tubercules propres a la consommation, les
populations pratiquent une fermentation traditionnelle, notamment le
rouissage (53) (54) (565). En outre, cette fermentation permet une
production importante d’'acides organiques et un ramollissement des
tubercules (56) (57) (58) (59) (60), indispensable pour les opérations
ultérieures de transformation.

Les caracteristiques organoleptiques (couleur, texture, odeur, go(t)
dépendent du type de manioc, des conditions de rouissage et des
microorganismes présents. La nécessité de maitriser les qualités
organoleptiques et hygiéniques du manioc roui passe donc par une
meilieure connaissance du phénoméne de rouissage, notamment de la
dynamique des populations microbiennes.

Plusieurs travaux ont été consacrés aux microorganismes pour leur
importance dans les qualités hygiéniques et organoleptiques du manioc
rouis (61) (62). Mais ces travaux donnent peu d'indication sur I'évolution
des principaux groupes microbiens impliqués dans le processus du
rouissage.

Pour pouvoir améliorer la qualité des produits finis et envisager un
traitement contr6lé des tubercules, il est apparu nécessaire de
déterminer Vefficacité de ces techniques ancestrales dans la réduction
de la teneur des composés cyanés, d’établir les caractéristiques physico-
chimiques du processus et de préciser les mécanismes mis en jeu.

Si beaucoup d'études ont été consacrées a la microbiologie du
rouissage (56) (59) (63) et au phénomeéne de ramollissement (58) (59)
(60), la compréhension de la détoxication reste encore trés controverséee
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et aucune conclusion définitive relative au mécanisme de détoxication ne
peut étre retenue (61) (62) (63).

Ces composés cyanogéniques possédent un golt amer et sont
responsables de la toxicité des tubercules et feuilles de manioc non
fermentés (64) (65). La linamarine non hydrolysée restante, présente
dans les tubercules et feuilles de manioc transformées, peut présenter
des problémes de santé pour les consommateurs. (47)(63) (67) (68).En
effet, la linamarine peut étre hydrolysée dans le corps en libérant le
cyanure (63), (69), (70). L'exposition chronique au cyanure liée a la
consommation du manioc est associee a un certain nombre de maladies
induites par le cyanure comprenant le goitre, le dwarfisme et la
neuropathie ataxique tropicale, cela est particulierement un probléme
dans les régions ol le manioc est la source majeure de calories (66) (69)
(70) (71)

Les substances pectiques représentent un composant majeur de la
lamelle moyenne et de la paroi des cellules végétales. Elles
interviennent dans la cohésion des tissus végétaux. Les substances
pectiques sont classées en acides pectiques, pectines faiblement
méthylées ou pectines fortement méthylées selon que leur degré
d’estérification D.E. (proportion en % des fonctions carboxyles
estérifiées) est respectivement inférieur a 5%, compris entre 5 et 50% et
supérieur a 50% .

Les enzymes pectolytiques

L'altération des substances pectiques est en géneral liee a l'action des

enzymes pectolytiques, qui engendre des modifications importantes des
structures cellulaires. Les enzymes pectolytiques peuvent étre divisees
(72) (73) en deux groupes sur la base de leur action :
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- enzymes  saponifiantes  (pectinestérase E.C.3.1.1.11) qui
hydrolysent les fonctions esters méthyligues en formant le
méthanol et le pectate. Les pH optima des pectinestérases varient
selon l'origine, autour de pH 4,0- 5,0 pour les champignons et de
pH 7,0- 8,0 pour les végétaux.

- enzymes dépolymérisantes dont la classification repose sur la
nature du substrat préférentiel (différencié selon D.E.), la nature de
la réaction (hydrolyse ou (B-élimination) et sur le mode d’action
(attague au hasard ou a partir d'une extrémité).

Dans le cas de la dégradation d’'une pectine fortement méthylée, deux
possibilites peuvent étre envisagées: la pectine est dégradée soit
directement par une pectine lyase (PL) , E.C.4.2.2.10, soit, aprés
déméthylation de cette pectine par une estérase, par une pectate lyase
(PAL) ou une hydrolase, la polygalacturonase (PG).

Les pectates lyases clivent le polygalacturonate par B- élimination. I!
existe deux formes de pectate lyase . endo- pectate lyase (endo- PAL) et
exo-pectate lyase (exo- PAL). L'endo-pectate lyase (E.C.4.2.2.2) donne
par hydrolyse au hasard des acides oligogalacturoniques qui contiennent
un résidu d’acide galacturonique A 4,5- insaturé a l'extrémité non
réductrice. L'exo- pectate lyase (E.C.4.2.2.9) coupe a [lextrémité
réductrice et donne des acides digalacturoniques avec un résidu d’acide
galacturonique A 4,5- insaturé a l'extrémité non réductrice. Le pH
optimum est de 8- 8,5 pour exo- PAL et de 8- 9,8 pour endo- PAL.

La polygalacturonase existe sous deux formes: l'endo-
polygalacturonase (E.C.3.2.1.15), endo- PG, et I'exo- polygalacturonase
(E.C.3.2.1.67), exo- PG. Toutes les deux enzymes coupent seulement
les liaisons glycosidiques entre molécules d’acide galacturonique du
polygalacturonate. L’endo- polygalacturonase (endo- PG) hydrolyse au
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hasard et donne des acides oligogalacturoniques alors que Jexo-
polygalacturonase (exo- PG) clive a I'extrémité non réductrice en libérant
acide galacturonique. Le pH optimum pour I'endo- PG est d'environ 4-5
et pour exo- PG 4,5- 5,5.

La pectine lyase (PL) coupe au hasard les liaisons glycosidiques de la
pectine (polymethyl polygalacturonate) et donne des acides
oligogalacturoniques méthylés insaturés. Son pH optimum est d’environ
5-6

Les pectines lyases sont connues principalement chez les champignons
alors que les pectates lyases sont connues chez les bactéries et les
champignons (74).

La rupture des tissus végétaux peut entrainer le brunissement du

produit.

Le brunissement

Le brunissement résulte de [l'oxydation enzymatique par les
polyphénoloxydases (E.C.1.10.3.1) et non enzymatique des composés
phénoliques. Il modifie les propriétés sensorielles des produits a cause
des changements associés de couleur, de flaveur et de ramollissement,
a cause probablement de l'action des enzymes pectinolytiques. La
rupture des parois et membranes cellulaires permet a l’oxydation
enzymatique d’avancer beaucoup plus rapidement (75) (76) (77) (78).

a- brunissement enzymatique

Dans le brunissement enzymatique, les orthoquinones, qui sont des
produits initiaux de l'oxydation enzymatique des orthophénols par la
polyphénol oxydase, se condensent rapidement pour produire des
polyméres bruns relativement insolubles, les melanines.
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Phénols —orthophénols =%+ orthoquinones <> Polyméres colorés

1 . hydroxylation enzymatique

2 . oxydation enzymatique

3 : réaction non enzymatique
Les oxydases comme la polyphénol oxydase peuvent accélérer des
réactions d’oxydo-réduction impliquant des orthoquinones, l'acide
ascorbique et des anthocyanes monomériques.

b- brunissement non enzymatique

Le brunissement non enzymatique des aliments (76) (77) peut avoir lieu
par la réaction de Maillard, la dégradation de Strecker et les réactions
d’autooxydation impliquant des composés phénoliques et la formation
des complexes fer-phénol (brunissement d’acide ascorbique).

La réaction de Maillard fait intervenir les groupements réducteurs libres
et les groupements amine des acides aminés libres (sérine, thréonine,
alanine, acide aspartique, notamment) présents dans la pate.

Le brunissement est quelquefois désirable dans la mesure ou il peut
améliorer les propriétés sensorielles de quelques produits comme les
feuilles fermentées de thé et le pain. Dans la fabrication du pain, ce sont
principalement les constituants hydrosolubles qui conférent au pain ses
caractéristiques de gol(t, notamment les sensations d’acid‘ité et
d’amertume. Les sensations d’'acidité sont dues aux acides organiques
formés au cours de la fermentation tandis que celles d’amertume
proviennent de la cuisson par des réactions de brunissement non
enzymatique ou réaction de Maillard (10) (11).
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Notre étude de la fermentation a porté sur:

- 'évolution des paramétres physico-chimiques, pH, pression d’oxygéne,
indice de pénétrometrie des tubercules de manioc (ramollissement),
indice de réfraction, brunissement

- I'évolution des parameétres biochimiques, acides organiques, éthanol,

cyanures totaux
- I'évolution de la microflore lactique, des levures, des bactéries

pectinolytiques et amylolytiques :

- la caractérisation des bactéries lactiques

- la détermination de la capacité des bactéries lactiques a produire la
linamarase et de leur sensibilité au cyanure,

A partir de produits de fermentation des tubercules et feuilles de manioc,
nous avons tenté une approche pour déterminer le mécanisme de

détoxication.



CHAPITRE 2
PROTOCOLE EXPERIMENTAL
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1.- METHODOLOGIE

La méthodologie a été décrite en détail dans les publications jointes.

Etude préliminaire de la microbiologie du vin de palme Elaeis guineensis
-LOUEMBE D., KOBAWILA S.C., MICHAUX O., LARPENT M, -
Microbiologie —-Aliments — Nutrition , 1985 , vol. 4, 75

Les bactéries lactiques du manioc au cours du rouissage:
caractérisation et évolution -MALONGA M., MAVOUNGOU O,
KOBAWILA S.C., LOUEMBE D., BRAUMAN A .- Microbiologie -
Aliments- Nutrition , 1993 , vol . 11 : 471-475

Etude microbiologique et biochimique du vin de palme (Elaeis guineensis
Jacq) en Reépubligue du Congo -MALONGA M., MAVOUNGOU O.,
KOBAWILA S.C ., LOUEMBE D .- Microbiologie Aliments —Nutrition |
1995 |, vol .13 :195-200.

Aspects microbiologiques et biochimiques du rouissage du manioc -
MALONGA M; MAVOUNGOU O., KELEKE S., KOBAWILA S.C,,
LOUEMBE D., -Microbiologie- Aliments -Nutrition, 1996, vol. 14 : 73-81

Etude microbiologique et biochimique de la bouillie de mais, « poto-
poto ». LOUEMBE D., BRAUMAN A., TCHICAYA F., KOBAWILA S.C.-
Microbiologie- Aliments — Nutrition, 1996, vol .14 : 245-253.

Evolution de la teneur en composés cyanés des tubercules de manioc
au cours du rouissage —Activité linamarasique de bactéries lactiques.-
LOUEMBE D., MALONGA M., KOBAWILA S.C. , MAVOUNGOU O .-
Microbiologie — Aliments — Nutrition , 1997 , vol . 15 : 53 -60
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Pour les analyses microbiologiques, les milieux de culture étaient utilisés
en fonction du matériel végétal, des microorganismes et de l'activité
biochimique recherchés.

Milieu PCA (Plate Count Agar) pour la flore mésophile totale ; culture a
30°C et 37°C pendant 24 a 72 heures.

Milieu MRS gélosé a pH 55 pour les bactéries lactiques;
ensemencement en double couche et incubation a 30 °C et 37°C
pendant 24 a 72 heures.

Milieu PDA (Potatoes Dextrose Agar) acidifié a pH 3,5 avec de l'acide
tartrique a 10% et additionné de chloramphénicol a 0,5% pour la
sélection des levures et des moisissures ; ensemencement en surface et
incubation a 30°C et 37 °C pendant 3 a 5 jours .

Milieu BP (Baird Parker) a pH 7,2 pour la sélection des staphylocoques ;
ensemencement en surface et incubation a 30°C et 37 ° C pendant 24 a
72 heures.

Milieu Agar lactosé au désoxycholate pH 7,3 pour entérobactéries
pathogénes ; ensemencement en double couche et incubation a 30%C
et 37%C pendant 24 a 72 heures

Milieu TSN (Trypticase Sulfite Néomycine) pH 7,2 pour la recherche de

Clostridium : ensemencement en surface et incubation a 30°C et 37°C
pendant 24 a 72 heures en anaérobiose.

42



Milieu NAA (Nutrient Agar amidon soluble, Sigma) pH 6,7-6,8 pour les
bactéries amylolytiques ; ensemencement en surface a 'aide de billes de
verre et incubation a 30°C pendant 48-72 heures.

Milieu EMB (Gélose éosine de méthyléne) pour les entérobactéries,
culture a 37 °C pendant 24 -48 heures en anaérobiose.

Milieu PFP (79) en boite de Pétri pour les bactéries pectinolytiques ;
incubation a 37°C en aérobie et en anaérobie pendant 4 a 5 jours;
I'hydrolyse de la pectine se traduit par la présence de dépression autour
des colonies.

Milieu JP2, pH 6,7-6,8 pour les bactéries amylolytiques;
ensemencement en surface et incubation 28°C pendant 48-72 heures ;
pour la mise en évidence du pouvoir amylolytique, les boites sont
exposées a des vapeurs diode pendant 5§ a 10 minutes, l'activité
amylolytique se révélant par la formation d’un halo autour de la colonie.

MRS amidon additionné de bleu d'aniline a 2% pour les bactéries
lactiques amylolytiques ; apres incubation a 30°C pendant 48 -72
heures, toutes les colonies bleues, sans activité catalasique, préséntant
une plage d’hydrolyse d’amidon aprés exposition aux vapeurs d’iode
sont comptées.

Milieu au malt a 2 % additionné de rose bengale a 1 % pour les levures
(culture & 37 ° C pendant 48 heures).

Glucose Yeast Agar (G.Y.A) pour les Zymomonas (culture en double
couche a 25 °C pendant 48 heures)
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Milieu de Terzaghi (M17 pour les streptocoques lactiques (culture en
double couche a 30 ° C pendant 48 a 72 heures).

Les microorganismes sont dénombrés aprés culture selon la méthode de
Miles et Mistra décrite par Collins et Lyne (80). Les milieux sont
ensemencés avec 0,1 ml des différentes dilutions a raison de trois
boites pour chaque dilution. Le résultat correspond a la moyenne des
nombres de colonies développées (entre 30 et 300 colonies par boite).

Aprés dénombrement, les colonies, préleveées a différents temps, sont
purifiées et soumises aux tests physiologiques et biochimiques
d'identification selon les méthodes décrites par Harrigan et al (81).
L'identification des souches a partir des résultats de ces tests a été
effectuée selon les donnés de Bergey's Manual (82) et a l'aide des
différentes galeries AP

L'identification des levures est conduite selon la clef de Barnett (83) et
Lodder (84) a partir des caractéristiques culturales, morphologigques,
sexuelles, physiologiques et des capacités d'assimilation et de
fermentation des sucres (galeries API 20C AUX)

En ce qui concerne les analyses physico-chimique et biochimique, les
mesures de I'acidité totale sont faites selon les méthodes usuelles et le
pH déterminé avec le pH métre. La pression d’'oxygene dissous est
mesurée a laide d’'un oxymétre, le ramollissement avec un pénétrométre
et le brunissement par spectrophotométrie a 420nm.
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La teneur en composés cyanés est déterminée par les méthodes
chimiques, lactivitt des enzymes pectinolytiques & laide du
spectrophotomeétre et le dosage des sucres réducteurs, de I'éthanol et
des acides gras volatils par HPLC et celui des composés phénoliques
par spectrophotométrie.

Le dosage des anthocyanes est effectué par la mesure de I'absorbance
au maximum d’absorption (480nm) d’'une solution d’échantillon de
feuilles fermentées de manioc a doser en milieu tampon (pH= 3,5) et en
milieu trés acide ( pH= 0,6). La différence de densité optique est
comparée a une courbe étalon obtenue avec des solutions de chiorure

d’apigénidine pure (85).
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2.- LES PROCEDES DE PRODUCTION D’ALIMENTS FERMENTES
2.1- Pate fermentée de mais « poto-poto »

Matériel végétal

Il est constitué de grains de mais secs (variété blanche) provenant
de marchés de Brazzaville.
Préparation du “poto-poto”

Le procedé de préparation du poto-poto par V'atelier de production
retenu pour notre étude est représenté ci-dessous. La premiére étape de
la fabrication consiste a tremper les grains de mais dans I'eau pendant
21 heures. A la fin du trempage, les grains de mais égouttés sont broyés
au moulin. La farine obtenue est défibrée par tamisage a I'eau a travers
un tissu en mousseline. Le lait d'amidon est recueilli et décanté pendant
15 heures. Aprés decantation, la pate obtenue est mise dans un sac en
toile et soumise a un égouttage pendant trente minutes.

L'étude des différents paramétres de la fermentation du mais est
réalisée a chaque etape de la production (grains ; farine humide : lait
d'amidon en décantation). La codification des échantillons est Ia
suivante :

G O : Grains secs au moment du trempage- G 7 : Grains aprés 7 heures
de trempage- G 14 . Grains aprés 14 heures de trempage - G 21:
Grains aprés 21 heures de trempage- F.H.: Farine humide apres
broyage des grains- P O : Pate défibrée au moment de la décantation- P
5: Pate défibrée aprés 5 heures de décantation- P 10 : Pate défibrée
aprés 10 heures de décantation- P 15 . Pate défibrée aprés 15 heures
de décantation.
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Grains de mais secs

!

Trempage a 'eau de robinet

Egouttage

Broyage au moulin

Farine humde

l

Défibrage a ’eau a travers un tissu mousseline

Décantation pendant 15 heures

Egouttage a travers un sac en toile

i

Poto-poto

Figure 7 : Diagramme de production de poto-poto
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2.2- Tubercules de manioc rouis
Matériel végétal
Les tubercules de manioc (Manihot esculenta var. Ngansa ) agés de 18
mois proviennent des plantations d’Agri - Congo a Brazzaville.
Préparation du tubercule de manioc roui- le procédé de production du
tubercule de manioc utilisé est présenté dans le diagramme ci-dessous :

la premiére étape consiste a éplucher les tubercules de manioc

Tubercules de manioc
épluchés

Immersion dans 1" eau pour
fermentation
(3 a4 ours)

Retrait des tubercules
rows de ] cau

Lavage et égouttage

i

Tubercules rouis de
manioc¢

Figure 8 : Diagramme de production de tubercules rouis de manioc
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2.3- Feuilles de manioc fermentées

Matériel végétal
Les feuilles de manioc (Manihot esculenta Crantz) utilisees sont agées
de 2 semaines a 3 mois. Elles ont été récoltées des plantations de
manioc des environs de Brazzaville,
Préparation des feuilles fermentées de manioc « ntoba mbodi »
Le procédé de fabrication de ntoba mbodi utilisé est représenté dans le

diagramme ci-dessous.

Feuilles de manioc

i

Déshydratation partielle a I'air ambiant
(2344 jours

|

Elimination des tiges et pétioles

|

Découpage en morceaux

Nettoyage

Emballage

|

Fermentation
(2 a4 jours)

|

« Ntoba mbodi »

Figure 9 . Diagramme de production de nfoba mbodi

19
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I MICROFLORE CARACTERISTIQUE ADAPTEE ET SELECTIONNEE
SELON LES CONDITIONS DE L’ENVIRONNEMENT

1.1 TUBERCULES ROUIS DE MANIOC

1.1.1. Dénombrement de la microflore lactique

La figure 10 donne un exemple des résultats du dénombrement de la

microflore isolée d’échantillons de tubercules de manioc en cours de

rouissage.

Nombre de germes/g de racine

Figure 10 : Evolution des microflores totale et lactique au
cours du rouissage des racines de manioc

[ Flore totale (racines
épulchées)

O Flore lactique (racines
épuichées)

OFlore totale (racines non
épulcheées) :
Flore lactique (racines non ‘
épulchées) §

I

I
[l
i
i
o

72
Temps (heures)

Les profils des courbes de dénombrement (logarithme du nombre de

germes par gramme de racines brutes en fonction du temps de

rouissage) sont identiques pour les tubercules épluchés et les tubercules

non épluchés.

A la fin du rouissage, entre les troisieme et quatrieme jours, le nombre

de bactéries totales et lactiques tend a devenir égal pour les deux types



d'échantillons de tubercules. Ce nombre est voisin de 10° bactéries par
gramme dans la pate de manioc.

La population bactérienne des échantilions de tubercules est composée
essentiellement de bactéries lactiques aprés 24 heures de rouissage.
Cette flore lactique par rapport a la flore totale est relativement
importante au début du rouissage. Entre le troisiéme et quatriéme jours
de rouissage apparait la phase stationnaire. Les dénombrements des
constituants de la microflore dans la pate de manioc roui révélent que
les bacteéries lactiques restent prépondérantes.

1.1.2 Identification et évolution des bactéries lactiques

La figure 11 montre la distribution des populations bactériennes
lactiques au cours du rouissage.

Figure 11 : Evolution des différents groupes de bactéries au
cours du rouissage.

ClLactobacilles ‘

OlLactocoques !,
—— {OLeuconostocs ||
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Temps (heures)

Uy
(AW



Il apparait que la microfiore lactique initiale (figure 12) est
essentiellement composée de : - Lactobacilles (73, 3%) parmi lesquels
Lactobacillus delbrueckii (13,3%), Lb. fermentum (6,7%) et L.
coprophilus (63, 3%) — Lactocoques représentés par Lactococcus Jactis
(6, 7%) — Leuconostocs (20 %) dont Leuc. mesenteroides (13, 3%) et
Leuc. lactis (6,7%).

Figure 12: Répartion des bactéries lactiques dans les
tubercules de manioc frais

7%

13%

1%

CLactobacillus delbrueckii |
OLactobacillus fermentum ||
OLactobacillus coprophilus
[JlLactococcus lactis
Leuconostoc mesenteroides |
O Leuconostoc lactis ‘

7%

Aprés 24 heures de rouissage, Lactococcus lactis constitue la microflore
dominante. Cette espéce est supplantée entre 48 et 96 heures par Leuc.
mesenteroides. Leuc. lactis, présent au début du rouissage, n'a pas été
identifié. En fin de rouissage (huitiéme jour), Lb plantarum devient
I'espéce dominante.



1.1.3 Dénombrement de la microflore lactique et non lactique.

Les résultats relatifs & la microflore totale, aux levures ainsi gu’aux
bactéries lactiques, amylolytiques et pectinolytiques sont présentés sur
les figures 13 et 14,

La microflore amylolytiqgue est présente pendant tout le rouissage. Son
augmentation est trés rapide les deux premiers jours. La densité
maximale (10" bactéries /g de racines) est observée le 4*™ jour. Le
nombre élevé de ces bactéries pose le probléme de l'importance de
I'amylolyse pendant le rouissage.

3 Figure 13 : Evolution des différents groupes microbiens au cours
du rouissage

1 [OBactéries
pectinolytiques

anaérobies
[OBactéries

pectinolytiques

aérobies
[JBactéries

amylolytiques

totales
Bactéries

factiques totales ;

fog ufe/mi

]
A R TR AT

0 1 2 3 4 5 8 COlevures

Temps (jours) i
! _MMoisissures

La présence des bactéries pectinolytiques aussi bien aérobies
qu'anaérobies est trés significative en ce qu'elles contribueraient au
ramollissement des tubercules de manioc par la production d’enzymes
dégradant la paroi des cellules végérales. Les bactéries pectinolytiques
aerobies disparaissent apres le troisieme jour. Par contre 'augmentation
du nombre des bactéries pectinolytiques anaérobies, présentes pendant
tout le rouissage, et maximale le troisiéme jour; leur croissance
comprend une phase semi-stationnaire les jours suivants.



Les moisissures sont presentes uniquement les trois premiers jours et
elles sont peu abondantes. Les levures sont dénombrées sur le manioc
en rouissage a partir du 2°™ jour. Leur population ne devient importante
qu’a la fin du rouissage. Les levures et les moisissures pourraient jouer

un réle dans la production des arémes et flaveurs de l'aliment fermenté

| Figure 14 : Evolution de la microfiore lactique au cours du

rouissage
‘ 12 - ‘
2 10 O Bactéries lactiques
=
‘o totales
e 8
3 8 O Bactéries
o amylolytiques
S 4 totales ‘.
-
o O Bactéries lactiques |,
l 2 27 amyfolytiques :
1
{ 0 1 5 3 4 5 8 Bactéries totales
Temps (jours)

1.1.4 Caractérisation des microorganismes

Quatre-vingt-quatorze souches de bactéries montrant une activité
amylasique révélée par des zones d’hydrolyse sur milieu contenant de
I'amidon, ont été identifiées : - 18 sont des bactéries lactiques dont 8 L.
plantarum, 6 Lactobacillus spp. et 4 Lactococcus spp. — 68 sont des
bacillus dont 12 B. cereus, 14 B. amyloliquefaciens, 16 B. polymyxa — 8
des entérobactéries avec 6 klebsiella spp. et 2 Enterobacter spp.
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L'étude de 102 souches de bactéries pectinolytiques isolées au cours de
72 heures de rouissage, a partir du milieu de culture PFP en double
couche, a permis d’identifier 73 Actinomycétes et 29 Streptococcus spp.
Les levures appartiennent a 'espéce Saccharomyces cerevisiae et au
genre Candida. Il est a noter I'absence d’activités amylolytique et
pectinolytique chez les levures isolées.

1.1.5 Identification des bactéries lactiques productrices de linamarase

Parmi les souches de bactéries lactiques possédant une activité
linamarasique, on note 26 souches de Lactococcus lactis, soit 57% des
souches isolées, 19 souches de Leuconostoc mesenteroides soit 86%, 2
souches de Lactobacillus plantarum, soit 40% et 1 souche de
Lactobacillus sp. (Tableau 1).

Tableau 1 - Souches bactériennes productrices de p-glucosidase

Nombre de souches Activité B-glucosidasique
(UM/mi/mn). 10™
Etudiées Productrices Moyenne Valeurs
de B- extrémes
glucosidase
Lactococcus Lactis
45 26 6,28 0,82-80

Leuconostoc mesenteroides
22 19 2518 0,80-200
Lactobacillus plantarum
5 2 3,08 2,31-3, 86
Lactobacillus sp.

1 1,22
2
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On doit donc relever la proportion importante de bactéries lactiques
ayant la faculte de dégrader la linamarine. Ceci indique que I'élimination
des composés cyanogeéeniques est assurée, au moins en partie, par
l'action des enzymes bactériennes.

1.1.6 Résistance des bactéries lactiques au cyanure

Les résultats obtenus sont résumés dans le tableau 2. Les bactéries
lactiques isolées ont une remarquable capacité a résister a de fortes
concentrations de cyanure libre par ordre croissant de résistance, on
note respectivement : Lactobacillus coprophilus (200 ppm), Lactobacillus
delbrueckii (200 ppm), Lactobacillus fermentum (400 ppm), Leuconostoc
mesenteroides (500 ppm), Lactobacillus plantarum (600 ppm) et
Lactococcus lactis (800 ppm).

Tableau 2- Sensibilité au cyanure des souches de bactéries
lactiques

Microorganismes testes Concentration maximale tolérée
(ppm) |

Lactobacillus coprophilus 200

Lactobacillus delbrueckii 200

Lactobacillus fermentum 400

Leuconostoc mesenteroides 500

Lactobacillus plantarum 600

Lactococcus lactis 800

Ces bactéries lactiques ont un avantage sélectif par rapport a d’autres.
1.2 VIN DE PALME

1.2.1 Dénombrement des germes
Les populations microbiennes mixtes sont en quantité variable
selon les échantillons. Au bout de 24 heures de fermentation de vin frais,

on note une diminution de la flore bactérienne totale dans tous les
échantilions (Tableau3). Dans le méme temps, on observe un

5"
Y



développement rapide des levures (Tableau 3), la baisse du pH
consécutive a la fermentation étant favorable a ces derniéres.

Tableau 3 — pH, flores bactérienne et levurienne totales
En déebut et aprés 24 heures de fermentation

0 heures 24 heures
Echantiion pH Bactéries levures pH Bactéries levures
(N°) (X 10"/ ml) (X 10% ml) (X 10"/ mly (X 105 mi)
th 3,9 150,0 05 35 60 275
2* 3,8 19,0 1,4 3,5 3,0 4,7
3* 3.4 1.3 1,2 2.8 0,08 60,0
4* 41 0,9 1,9 3.8 0,03 50,0
B 3,7 340 200 3,5 4.1 26,0
6* 4,0 8,5 6,2 38 4,0 12,0
7* 3,9 1,3 46 3,8 1,2 10,0
8* 42 61,8 4.4 3,8 36,0 17,6
g* 48 80,0 5,0 1,0 60,0 29,5
10** 43 91,0 7.2 3.9 450 25,4
1= 4.1 490 9.1 37 23,0 36,7
12* 39 58,0 38 3,5 31,0 18,3

*zone urbaine - ** zone rurale

1.2.2 Identification des germes

195 souches ont été isolées des échantillons de vin des palmiers a
huile de la zone urbaine. Les germes suivants ont eté identifiés :
Bacillus subtilis, Bacillus sphaericus, Bacillus pumilus, Corynebacterium
spp., Lactococcus  lactis, Streptococcus spp. et Saccharomyces
cerevisiae.

Les 16 souches isolées de vin de palme de la zone rurale comprennent
les microorganismes ci-aprés . Bacillus subtilis, Corynebactérium,
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Hanseniaspora guilliermondii, Pseudomonas fluorescens,
Staphylococcus spp., Lactococcus lactis, Saccharomyces cerevisiae. Le
tableau 4 donne la frequence des germes isolés. Il faut noter que les
échantillons d’origines urbaine et rurale renferment pratiquement les
mémes bactéries avec les exceptions suivantes : B. sphaericus et B.
pumilus sont présents uniquement dans le vin récolté en ville;
Hanseniaspora guilliermondii, Pseudomonas fluorescens n'existent que
dans la boisson d’origine rurale. Les Zymomonas et les Lactobacillus
sont absents des échantillons d’origines urbaine et rurale ; deux types de
levures, Saccharomyces cerevisiae et Hanseniaspora quilliermondii, y
sont présents.

Parmi les microorganismes identifiés, seuls paraissent importants par
leur réle Lactococcus lactis et Saccharomyces cerevisiae. Le role des
autres germes (Bacillus, Corynebacterium, Pseudomonas,
Hanseniaspora) reste a préciser.

Tableau 4 - Microflore du vin de palme

f Nombre d'isolats 5
Microorganismes Vin ZU Vin ZR |
Bacillus subtilis 39 5
Bacillus sphaericus 13 0 |
Bacillus pumilus 13 0 |
Corynebacterium 39 2
Hanseniaspora guillermondii 0 1
Pseudomonas fluorescens 0 1 |
Saccharomyces cerevisiae 13 1
Staphylococcus spp 0 3
Streptococcus spp 52 0
Strept. Lactis subsp. diacetylactis 26 13
Total 195 26 |

ZU ; zone urbaine — ZR ; zone rurale
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1.3 PATE FERMENTEE DE MAIS « POTO-POTO »

1.3.1 Evolution des populations microbiennes
L’évolution des principaux groupes de microorganismes caractérisés au
cours du processus de fermentation est représentée sur les figures 15 et
16.

} Figure 15 : Concentration des bactéries lactiques et
des entérobactéries
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Figure 16 : Concentration des levures et
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1.3.2 Bactéries lactiques

Leur concentration est de 4,6. 10° bact. /g PS au moment du trempage.
Cette population augmente progressivement au cours de cette phase ;
sa valeur maximale est de 2,5. 10° bact. /g PS a G21 (grains de mais
trempés pendant 21 heures). Pendant I'étape de broyage, on observe
une forte diminution de cette population (2,1. 10° bact. / g PS).

Pendant la décantation, 'augmentation de la population lactique est tres
importante (6,2. 10™bact. /g PS). L'évolution de la quantité des bactéries
lactiques est en accord avec I'acidification du milieu et la diminution de la
pression d’O;, (figure 25)

1.3.3 Entérobactéries

Leur évolution est contraire a celle des bactéries lactiques : au cours du
trempage, aprés une augmentation rapide (de 10.5 a 97. 10°® bact. /g
PS), leur nombre décroit jusqu'a 1,2.10° bact. /g PS. Une augmentation
de la population est observée ensuite aprés broyage. Pendant la
décantation, cette population diminue avec la baisse du pH (figure 15) et
faugmentation du nombre des bactéries lactiques.

1.3.4 Levures et moisissures

Leur nombre au moment du trempage est respectivement de 10° ef 10’
par g PS. Cette microflore diminue progressivement et disparait dans la
farine humide (FH). Elle réapparait au cours de la décantation. Les
levures deviennent abondantes dans la pate aprés 5 heures de
décantation (P5) et décroissent ensuite tandis que les moisissures

disparaissent ultérieurement.
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1.3.5 Flore amylolytique

Elle est tres importante aprés 7 heures de trempage des grains (G7)
(figure 17), mais décroit au cours du trempage (5,8.10° 4 1,9 10° bact. /g
PS). Pendant la décantation, leur nombre, élevé au départ (PO) diminue
également par la suite (3. 10°a 5, 9 10° bact. / g PS).

Figure 17 : Concentration des microorganismes
amylolytiques
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1.4 FEUILLES DE MANIOC

1.4.1 Evolution de la population microbienne

Pendant la fermentation, la microflore totale s’accroit et elle est
quantitativement importante. Par contre, la population de bactéries
lactiques en augmentation cesse de croitre au bout de 24 heures de
fermentation et diminue par la suite. La proportion de la flore lactique par
rapport a la flore totale chute trés fortement, de 65% a 4%, lors que celle
de la flore non lactiqgue augmente, de 34,97% au début de la
fermentation a 95, 92% a la fin (figures 18 et 19)
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Figure 18 - Evolution des microflores totale et lactique
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Figure 19- Evolution des microflores factique et non lactique
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Par ailleurs, les microflores pectinolytiques et protéolytiques augmentent

pendant la fermentation des feuilles de manioc (figure 20)
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Figure 20 - Evolution des microflores pectinolytique et
protéolytique
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1.4.2. ldentification de Ia population microbienne.

Les microorganismes des feuilles de manioc en cours de transformation
sont composés essentiellement de bactéries lactiques et non lactiques.
Les bactéries non lactiques comprennent . Acinetobacter calco aceticus,
Agrobacterium  radiobacter, Erwinia Spp, Micrococcus varians,
Staphylococcus sciuri; Staphylococcus xylosus. Les bactéries lactiques
présentes sont. Bacillus subtilis, Bacillus cereus, Bacillus macerans
(86), Lactobacillus plantarum , Lactobacillus fermentum , Lactobacillus
spp. Lactococcus lactis diacetylactis, Pediococcus cerevisiae.

Trente souches ont été isolées et purifiees. Parmi celles-ci 19 (soit 64%)
sont a la fois pectinolytiques et protéolytiques et 11 (soit 36%) sont
uniquement pectinolytiques (photos 1 et 2). L'observation de ces
souches montre des batonnets sporulés, a spore non déformante.

64



At v o

L'identification de dix de ces trente souches avec les galeries APl 50

CHB et API 20 E montre I'appartenance de ces souches au genre

Bacillus

Tableau 5: Identification présomptive de quelques souches

microbiennes isolées du « ntoba mbodi »

Souches isolées (S)

Identification présomptive

S1*

Bacillus circulans 1
B. circulans 2

B. macerans
S2 ** Bacillus subtilis
B. amyloliquefaciens I
B. pumilus
S3 Bacillus polymyxa %
B. megaterium |
S4** Bacillus ssp
S5 ** Bacillus pumilus
S6 * Bacillus sphaericus | '
B. brevis
S7* Bacillus ssp J
S8 ** Bacillus pumilus
Bacillus subtilis
S9* Bacillus ssp
S10* Bacillus ssp

* Souche ayant uniquement I'activité pectinolytique

** Souche ayant a la fois I'activité pectinolytique et protéolytique
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2 SOUPLESSE DU METABOLISME ET DIVERSITE DE COMPOSES

PRODUITS

2.1 VIN DE PALME

2.1.1. Evolution du pH et de I'acidité totale.

Les valeurs de pH sont relativement faibles et restent pratiquement

constantes (moins d’une unité de variation) au cours de la fermentation

(Tableau 6 a).

Tableau 6 a- Evolution au cours de la fermentation du pH moyenne

et écart type)

Temps (heures) pH

0 442 (0,52)
3 427 (0,38)
6 416 (0,31)
9 4,06 (0,30)
12 4,06 (0,30)

L’acidité totale augmente également trés faiblement au cours du

temps (Tableau 6 b). Les différentes valeurs du pH et de lacidité

confirment le caractére aigrelet de |a boisson.
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Tableau 6 b— Evolution au cours de la fermentation de lacidité
totale (moyenne et écart type)

Temps (heures) Acidité (g d’acide lactique/ 1)

0 510 (1,95)

1 542 (1,82) |
2 572  (1,79)
3 584 (1,78)
4 596 (1,87)

5 6,42 (1,80)

6 6,66 (1,70)

7 6,84 (1,75

8 6,96 (1,73)

2.1.2 Evolution des sucres réducteurs
La teneur en sucres réducteurs (Tableau 7) apparait constante pendant
les six premiéres heures. Au-dela, on constate une diminution de leur

concentration.

2.1.3 Production de métabolites

Les composés organiques identifies pendant la fermentation sont
essentiellement I'acide acétique, I'acide isobutyrique, I'acide isovalérique
et 'éthanol. A V'exception de 'acide isovalérique dont la concentration
reste constante, la teneur des autres produits augmente (Tableau 7),

celle des sucres réducteurs diminue.
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Tableau 7- Evolution des concentrations (moyenne et écart-type) de

différents métabolites au cours de la fermentation

o Acide Acide Acide Ethanol Sucres

res) acétique isobutyrique | isovalérique reducteurs
0 268 (1,09) 10,59 (0,06) |0,34 (0,07) 1,33 (0,10){0,50 (0,03)
3 3,056 (1,06) (0,45 (0,19) |0,45 (0,08) 1,23 (0,08)|0,50 (0,02)
6 3,06 (1,03) |0,95 (0,38) |0,45 (0,08) 2,38 (0,2) [0,49 (0,03)
9 3,55 (1,06) (0,89 (0,33) |0,56 (0,07) 2,29 (0,17)10,37 (0,02)
12 3,95 (1,51) (0,91 (0,33) (0,42 (0,09) 3,27 (0,32)|0,30 (0,01)

2.2 TUBERCULES ROUIS DE MANIOC

2.2.1 Evolution du pH

On observe dans la figure 21 une diminution rapide (dés la 12°™ heure)

et importante du pH de I'eau de rouissage : de 7, 2 a 3,8. L'abaissement

du pH des racines de manioc est tout aussi important, mais il débute un

peu plus tard (a partir de la 24°™ heure).

68




R O S T PR AR e+ e L o ey e

Figure 21- Evolution du pH au cours
du rouissage
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2.2.2 Evolution de la teneur en oxygéne dissous

La pression d’oxygéne dissous baisse fortement apres 12 heures de
fermentation. Elle décroit de 5,2 a 0,05 mg/l. Cette valeur reste
constante jusqu'a la fin du rouissage (figure 22). La fermentation des
tubercules de manioc se déeroule en milieu ayant une faible teneur en
oxygéene.

Figure 22- Evolution de la pression d'oxygéne
dissous
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2.2.3 Evolution de I’éthanol et des acides organiques

L’éthanol et les acides lactique, acétique, propionique et butyrique sont
les principaux composées organiques identifiés au cours du rouissage
(figure 23)

Figure 23- Evolution de la concentration des
acides organiques et de I'éthanol
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Les acides lactique et butyrique sont quantitativement les métabolites les
plus abondants. Leur concentration augmente pendant le rouissage.
L’acide butyrique n'apparait qu’a partir 2°™ jour. L’acide propionique est
a l'état de traces a la fin de la fermentation. La concentration d’écide
acétique augmente réguliérement jusqu'au 3°™ jour et diminue ensuite.
La concentration de l'éthanol augmente régulierement pour devenir
maximale au 3°™ jour. Elle baisse par la suite mais elle reste importante
en fin de fermentation. La courbe de production de I'éthanol semble étre
en rapport avec la courbe de croissance des levures



2.2.4 Evolution des sucres

En ce qui concerne les sucres, on observe (figure 24) une disparition
significative des sucres fermentescibles, notamment le saccharose. Ces
sucres sont vraisemblablement assimilés ou fermentés. Le maltose et le
maltotriose, produits de I'hydrolyse de i'amidon, sont présents en trés
faibles quantités. Ce fait indique la faible activité amylolytique du
rouissage.

Figure 24: Evolution des concentrations de sucres
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2.3 PATE FERMENTEE DE MAIS « POTO- POTO »

2.3.1 pH
Au cours du trempage (figure 25), le pH baisse fortement : il passe de
7,6 @ 4,4. Aprés défibrage a I'eau courante, il remonte a 6,4. Pendant |a
décantation, on observe une nouvelle diminution trés rapide du pH a 3,5.
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2.3.2 Oxygéne dissous
La pO, présente ies mémes variations (figure 25) : elle passe de 5,4 mg/
' a 2 mg/ | pendant le trempage. Elle remonte a 5,4 mg/ | au cours du
défibrage et baisse a nouveau a 1,1 mg/ | a la fin de la décantation.

! Figure 25: pH et pO2 au cours de la production
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2.3.3 Tempeérature

Elle reste relativement stable au cours du trempage (23°C) et de la
décantation (27°C). La différence de température observée entre ces
deux étapes pourrait traduire une différence dans le niveau d’'activité
fermentaire. A I'étape du broyage, sa valeur s’éléve a 56,5° (figure 26)

Figure 26 : Température au cours de
g la production
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2.3.4 Matiére séche

La transformation du mais en péate s’accompagne d’'une perte de matiére
séche (figure 27).Sa valeur passe de 86 a 63 % pendant le trempage et
de 63 % a 41 % aprés broyage, défibrage et décantation.

i Figure 27 : Taux de matiére séche au cours de la production
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2.3.5 Acides organiques

Le lactate constitue le produit le plus important de la fermentation a cété
des acides acétique et propionique (figure 28).




: Figure 28 : Taux de composés organiques au cours de
| la production
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2.3.6 Sucres et alcools

Les concentrations en fructose et glucose diminuent faiblement au cours
de la premiére étape (trempage). Pendant fa décantation, tout le fructose
est consommé et le glucose reste le seul sucre présent, bien qu'en
quantité faible (figure 29). Les concentrations des polyosides
intermédiaires (maltopentose, maltohexose, maltoheptose, maltotriose,
maltose), caractéristiques de la dégradation de I'amidon sont faibles. On
ne retrouve plus de maltose ni de maltotriose dans la pate en
décantation (figure 30).

L’éthanol est le seul alcool identifié (figure 28). Sa teneur augmente au
cours du processus.
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Figure 29: Concentration du glucose et du
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2.4 FEUILLES DE MANIOC

2.4.1 Evolution de la température au cours de la fermentation
des feuilles de manioc

La température autour de 26°C au début de la fermentation s’accroit
dans les 12 premiéres heures pour atteindre la valeur de 31°C puis elle
diminue pour le reste de la fermentation (figure 31).

Figure 31- Evolution de la température au cours de la
fermentation des feuilles de manioc
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2.4.2 Evolution du pH au cours de la fermentation des feuilles de

manioc.

Le pH, environ 6,5 au début de la fermentation, augmente fortement
dans les 12 premiéres heures et devient basique (pH 8,1) au bout de 24
heures de fermentation (figure 32). Le niveau de pH élevé (pH 8,5) en fin
de fermentation devrait améliorer le clivage des cyanohydrines en acide

cyanhydrique volatil.



Figure 32- Evolution du pH au cours de la fermentation des
feuilles de manioc
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2.4.3 Acidité titrable

L'acidité titrable diminue au cours de la fermentation (figure 33), ce qui
traduit la synthése des composés amineés basiques.

La figure 34 montre une forte augmentation des composés phénoliques
entre 24 et 48 heures de fermentation. Par la suite, la concentration de
ces composés décroit aussi fortement, indiquant ainsi leur dégradation.
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Figure 33: Evolution de I'acidité titrable au cours de la
fermentation des feuilles de manioc
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Figure 34: Evolution de la concentration des composés
phénoliques au cours de la fermentation des
feuilles de manioc
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2.4.4 Evolution des acides organiques et de I’éthanol

Au cours de la fermentation des feuilles de manioc, malgré le pH alcalin,
la quantité des acides lactique et acétique augmente (Tableau 8). Par
contre, 'acide propionique absent au début de la fermentation apparait
en de fin fermentation. Quant a I'éthanol, il apparait momentanément en

cours de fermentation.

Tableau 8 : Evolution des acides organiques et de Péthanol au
cours de la fermentation des feuilles de manioc.

Temps Acide lactique |Acide Acide Ethanol

(heure) g/l acétique propionique g/l
g/l g/l

0 0,11 0,49 - -

24 1,24 1,19 - 0,32

60 8,00 2,71 0,79 -

La concentration des composés phénoliques augmente fortement apres
24 heures avec un maximum a 48 heures. Par la suite, elle diminue,
indiquant une dégradation de ces composés phénoliques. |

2.4.5 Dosage des pectine et pectate lyases

Durant la fermentation des feuilles de manioc, l'activité des enzymes
pectinolytiques, pectate et pectine lyases, a été détectée au début. Elle
augmente d'abord faiblement puis fortement apres 24 heures de
fermentation pour atteindre le maximum a la 60émé heure comme le

montre la figure 35. Les deux courbes ont un profil identique.
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Figure 36- Evolution de l'activité des

pectine et pectate Ilyases au cours de la
fermentation des feuilles de manioc

45 -
40
35

30

25

20

15

10

5

o

SR

e

— |[dPectine lyase .
~ |Pectate lyase ||

12 24

36

48

Temps (heures)

60

2.4.6 Mise en évidence des activités protéolytiques au cours de la

fermentation des feuilles de manioc.

Les zones claires observées autour des colonies révélent la présence de

Pactivité protéolytique dans les feuilles non stérilisées (Figures 36 et 37).

Ces zones claires sont absentes dans le cas des feuilles stérilisées ;

cela traduit 'absence de 'activité protéolytique

puits en haut)
Absence de zone claire = absence de l'activité recherchée (2 puits en

bas)

Figure 36 : Présence de P’activité enzymatique
Zone claire autour de la souche = présence de V'activité recherchée (2

[0
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Gauche : activité pectine lyase — Centre : activité pectate lyase- Droite :
activité protéolytique zone claire autour d'une souche

Figure 37 : Présence de l'activité pectinolytique et protéolytique
A : souche présentant uniquement 'activité pectinolytique
B : souche présentant a la fois I'activité pectinolytique et protéolytique

Témoin To Tas T108

et T, g [P T

Figure 38 : Dégradation de I'ovalbumine coagulée
Témoin : milieu opaque = absence d'activité protéolytique
To, Tas, Tyos : Clarification du milieu = présence d’activité protéolytique

L'activité protéolytique a été egalement mise en évidence a partir du jus
de feuilles fermentées de manioc. En effet, le milieu opague contenant
I'ovalbumine coagulée se clarifie aprés incubation avec un extrait de ce
jus. Cette clarification traduit I'hydrolyse de l'ovalbumine (Figure 38).



3 CHANGEMENTS PHYSICOCHIMIQUES DE TEXTURE, DE
COULEUR ET DE REFRACTION

3.1 Changement de texture : ramollissement

Le changement de texture est marqué par le ramollissement des
tubercules et des feuilles de manioc accompli sous P'action combinée
des enzymes pectinolytiques d'origine microbienne et végétale,

notamment les pectine et pectate lyases

a) Tubercules de manioc

La courbe d'évolution de lindice de pénétrométrie qui caractérise le
ramollissement est représentée a la figure 39.

Le diagramme montre deux phases: une phase de latence de 24
heures et une phase d’accélération de ramollissement des tubercules a
partir de la 24°™ heure de fermentation indiquant que le phénoméne est
progressif. A la 96°™ heure, l'indice de pénétrométrie est de 22 97. Ceci
correspond a un ramollissement important.

Figure 39- Evolution du ramollissement des
tubercules
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b) Feuilles de manioc

Seuls les essais 2 et 4, réalisés avec les feuilles de manioc non stériles,
donnent le produit attendu. En effet, au bout de 4 jours de fermentation,
la couleur, la texture et lodeur des feuilles changent. Celles-ci
deviennent vert sombre, se ramollissement (figure 40)

caractéristique du « ntoba mbodi ». Les tests d’évaluation (tableau 9) par

un panel de producteurs confirment ces résultats.

Figure 40 : Ramollissement des feuilles fermentées de manioc

Gauche : feuilles ramollies = feuilles non stérilisées
Droite : feuilles entiéres = feuilles stérilisées

Tableau 9. Evaluation par un panel de producteurs sur une échelle

de 5 points
Nombre _
de jours Essai 1 Essai 2 Essai 3 Essai 4
1 0 0 0 +
2 0 + 0 ++
3 0 ++++ 0 ++++
4 0 ++++ 0 ++++

0 : absence d’odeur,

++ . odeur assez caractéristique

+ : légere odeur caractéristique

++++ ;. odeur trés caractéristique
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Le ramollissement des feuilles de manioc, apprécié manuellement par le
toucher, est obtenu au bout de 4 jours (figure 40) pour les feuilles non
stérilisées alors que les feuilles stérilisées restent entiéres.

Tableau 10 : Appréciation du ramollissement au cours de la fermentation

Temps
(jours)

Feuilles
non - - - - +

stérilisées

Feuilles
non - - - - -

stérilisées

(-) : absence de ramollissement
(+) : ramollissement

3.2 Changement de couleur : brunissement

Le changement de couleur des feuilles de manioc, de vert a vert
sombre, est caractérisé par le brunissement (figure 41 et figure 42)
résultant de 'oxydation des composés phénoliques grace a l'action de
I'enzyme polyphénol oxydase.

L'extraction de la chlorophylle de feuilles de manioc avant et apres
fermentation montre un résidu clair pour les feuilles non fermentées et
résidu brun pour les feuilles fermentées (figure 41).

Les mesures spectrophotométriques du brunissement (figure 42)
montrent une forte augmentation au début de la fermentation avec un pic

a 48 heures. Par la suite, ces valeurs décroissent.
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Figure 41 : Brunissement des feuilles fermentées de manioc

Gauche : résidu clair= feuilles non fermentées aprés extraction de

fa chlorophylie

Droite : résidu brun= feuilles fermentées aprés extraction de la

chlorophylie

Figure 42 : Brunissement au cours de la fermentation
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3.3 Changement d’indice de réfraction

La figure 43 montre la diminution de l'indice de réfraction au cours de la
fermentation des feuilles de manioc. Cela correspond, entre autres, a
I'évolution des solides solubles dans le milieu de fermentation.

Figure 43 : Evolution de I'indice de réfraction au cours de
la fermentation des feuilles de manioc
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Le ramollissement et le brunissement des tubercules et feuilles de
manioc sont deux phénomeénes enzymatiques. En effet, les tubercules
de manioc stériles incubés en milieu stérile ne subissent pas de
ramollissement. Il en est de méme pour les feuilles de manioc stériles en
milieu stérile, elles restent vertes, sans brunissement ni ramollissement.

86



R PR R s g e

il

4, DETOXICATION DU PRODUIT

41. Tubercules de manioc

Evolution des composés cyanés

La teneur totale des composés cyanés dans les tubercules frais est de
414 ppm. La vitesse de degradation des cyanoglusosides augmente a
partir du deuxiéme jour de rouissage au moment ou le phénoméne de
ramollissement s’accélere. Elle indique une forte activité d’hydrolyse par
les enzymes linamarase et hydroxynitrile lyase Au bout de 4 jours de
fermentation, la teneur résiduelle est de 93 ppm, ce qui traduit la
dégradation des cyanoglucosides : linamarine et lotaustraline (figure 44)

Figure 44 : Evolution des teneurs en composés
cyanés
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Le cyanure libre est en quantité infime. Sa concentration ne varie pas de
fagon significative pendant le processus.

Il'y a donc une réduction appréciable des teneurs en composés cyanés a
la fin du rouissage.
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4.2 Feuilles de manioc

Elimination des composés cyanogéniques

La teneur en acide cyanhydrigue diminue fortement aprés 24 heures de
fermentation. Elle passe de 1158 a 339,6 mg/kg soit une baisse de
70,68% (figure 45)

Le taux d’acide cyanhydrigue ne varie plus le reste de la fermentation, a
cause du pH tres alcalin (pH >8) qui inactive I'enzyme linamarase

Figure 45- Evolution de la concentration de cyanures totaux
au cours de la fermentation des feuilles de manioc
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Le taux d’acide cyanhydrique devient nul apres 2 minutes de cuisson
(figure 46) des feuilles fermentées de manioc.
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cyanures totaux (mg/kg)

Figure 46- Evolution de la concentration de cyanures totaux
au cours de la cuisson
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1. ASPECTS PHYSICO-CHIMIQUES, BIOCHIMIQUES
MICROBIOLOGIQUES

1.1  VIN DE PALME
La seve du palmier a huile évolue en quelques heures pour donner le vin
de palme. Le pH acide, environ 4,5, diminue trés légérement, moins
d'une demi-unité de variation au cours de la fermentation, alors que
l'acidité titrable augmente d’environ 37%.La constance des teneurs en
sucres réducteurs constatée pendant les six premiéres heures ne peut
étre qu’apparente. En fait, il doit exister un équilibre permanent entre
I'utilisation des sucres par les microorganismes et leur production a partir
de I'nydrolyse des oligosaccharides tel le saccharose. Apres la sixieme
heure de fermentation, la consommation des sucres I'emporterait sur
leur production avec 40% de la teneur en sucres utilisés.
Au cours de la fermentation, la concentration en aicool croit fortement et
atteint 0,327%, donnant ainsi au vin de palme son caractére alcoolise.
La fermentation alcoolique parait étre la voie prépondérante de
production d’alcool a partir du glucose. En effet, chez Saccharomyces
cerevisiae leffet Pasteur «inhibition de la fermentation par Ia
respiration » est trés faible voire inexistante. |
Les acides isobutyrique et isovalerique qui sont des meétabolites mineurs
de fermentation jouent par contre un réle important dans le
développement de la flaveur de la boisson.
Il est possible que I'acide lactique produit soit utilise par Saccharomyces
cerevisiae. Celui-ci peut I'oxyder en pyruvate grace a la L —lactate
cytochrome ¢ oxydoréductase qui est inductible.
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Contrairement aux vins d’appellation, le vin de palme apparait comme un
produit en constante transformation mettant en jeu des fermentations
lactique et alcoolique avec les bactéries et les levures.

A propos de cette microfiore, la flore microbienne du vin de palme est
variee et differe de celle d’autres vins de palme (28). Elle est a l'origine
des transformations enregistrées. En ce qui concerne les levures, Van
Pee (25) fait état de plusieurs espéces dont Saccharomyces cerevisiae.
Dans notre étude, les espéces isolées sont Saccharomyces cerevisiae et
Hanseniaspora guillermondii. On remarque aussi I'absence, dans le vin
de palme congolais, des bacteries lactiques comme les lactobacilies et
les leuconostocs et Acetobacter acetii isolé du vin de palme nigerian
(30). De méme, Zymomonas souvent considéré comme jouant un réle
important sinon essentiel dans ia production de CO,, d'éthanol, de
petites quantités d’acétaldéhyde, et d’'acides lactique et acétique est
absent du vin de palme congolais (87) (88) (89) (90). L'absence de ces
germes du vin de palme congolais est compensée par la présence de
Saccharomyces cerevisiae et de Lactococcus lactis, especes absentes
dans les autres vins de palme (22) (25) (28) (91) (92). La présence de
Lactococcus lactis, ayant un faible pouvoir acidifiant par rapport aux
lactobacilles expliquerait pour une part les faibles variations de pH
observées, tandis que Saccharomyces cerevisiae assurerait, par !aA voie
d'Entner — Meyerhof — Parnas, la fermentation alcoolique.

Du point de vue quantitatif I'examen de [I'évoiution de la flore
bactérienne totale indique, contrairement aux résultats de Okafor (27),
une diminution de celle-ci aprés 24 heures. Ces résultats pourraient
s'expliquer par le fait que cette microflore soit plus sensible a la
présence de I'alcool produit par les levures dont la population augmente
avec la teneur en alcool évaluée a 0,327%(p /v). En effet, les levures
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Saccharomyces sont plus résistantes a I'éthanol qui est toxique aux
bactéries pour des concentrations de 8 & 18 % (p/v).

La microflore du vin de palme differe donc qualitativement et
guantitativement selon les régions.

1.2 PATE FERMENTEE DE MAIS « POTO- POTO »

La transformation de mais en pofo- poto conduit a un environnement
acide (pH 3,5). La deuxieme caractéristique de ce procédé est
linstallation trés rapide de conditions anaérobies avec une pression
d'oxygéne dissous de 2mg/l a la suite de la consommation de I'oxygéne
dissous dans feau par la microflore épiphyte. L'instauration de
conditions d’anaerobiose et d'acidité permet de comprendre I'évolution
des populations microbiennes. Par ailleurs, ces conditions qui sont plus
marqueées durant la décantation avec une pression d’oxygéne dissous de
Fordre de 1 mg/l et de pH de 3,5 traduisent une activité fermentaire plus
intense lors de cette phase. Une meilleure accessibilité du substrat par la
microflore favorise ces réactions a la suite du broyage.

Les températures observées au cours du trempage (22°C) et de la
décantation (27°C) confirment la difference d’activité microbienne entre
les deux phases.

Dans la phase de décantation, il reste du glucose (43%) tandis qu‘e le
fructose est totalement consommé. La disparition des sucres (maltose,
glucose, fructose) est la conséquence de la multiplication des
microorganismes comme l'indiquent Daeschel et a/ (93). Les quantités
de polyosides intermédiaires maltohexoses et mailtoheptoses
augmentent mais restent faibles, environ 2% (p/p) ; ce qui traduit une
certaine activité amylolytiqgue. Cette dégradation qui ne parait pas étre
significative, comme le confirment les résultats de Mbugua (41), reste
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cependant suffisante pour la libération des sucres, utilisés par les
microorganismes pour leur croissance (94).

Au cours de la fermentation, les acides lactique, acétique et propionique
synthétisés contribuent a la formation du golt du produit fermenté, le
poto-poto. La concentration d’acide lactique augmente trés fortement de
0,2 a 6%(p/p), celle de lacide acétique et de I'éthanol croit trés
faiblement, 2% en fin de fermentation, 'acide propionique étant a I'état
de traces.

La perte importante de matiére pourrait étre a 'origine de la diminution
des éléments nutritifs et explique en partie la pauvreté du poto-poto en
protéines car les enveloppes ou les téguments riches en protéines ont
été retirés (42).

Les bactéries constituent la flore dominante et importante de Ia
fermentation. En effet, leur population croit de 16,6 a 83,34% au cours
de la décantation. Des observations similaires ont été également
rapportées par Odunfa (95). La différence dans I'évolution des bactéries
lactiques au cours des deux phases de la fermentation prouve une
différence d’activité dans chaque phase avec la prédominance des
acides lactique et acétique pendant la décantation.

La concentration trés élevée des bactéries lactiques est en accord avec
le pH acide, responsable de linhibition du développement de la flore
indésirable comme les entérobactéries. Cette microflore, par cet effet,
préserve donc laliment de la contamination microbienne comme
plusieurs auteurs 'ont montre (36)(57)(97)(98). Mbugua et a/ (41) ont
également montré que les coliformes, trés abondants durant les 24

premiéres heures de fermentation, disparaissent par la suite. Les
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lactobacilles, devenus dominants, produisent suffisamment d’acides
organiques qui entravent la multiplication des coliformes.

La réapparition des coliformes au cours de la fermentation est le résultat
de recontaminations provenant de mauvaises conditions d’hygiéne des
ateliers, des instruments de travail et, enfin, des manipulateurs (99).
Contrairement a ce qu ‘indiquent certains auteurs (96) (60), les levures
dont la population est d’environ 7% ne représentent pas, du point de
vue quantitatif, une flore prépondérante dans le processus. Mais leur
réle reste important dans la production de I'aréme et du go(t du produit
(36).

La fermentation de la pate de mais (poto-poto) ainsi que celle de la séve
du palmier (vin de palme) se déroule en milieu acide (pH 3,5-4,5) dans
des conditions d’anaerobiose avec une production d’éthanol et d’acides
lactique et acétique et une population microbienne constituée de levures
et de bactéries lactiques principalement.

1.3 TUBERCULES ROUIS DE MANIOC

Le rouissage se caractérise d'une maniere physico-chimique par une
acidification progressive du milieu (pH 4,0 en moins de trois jours) et
une instauration trés rapide de conditions anaérobies (teneur en
oxygéne trés faible, égale a 0,498 mg/ | en moins de 12 heures. Ces
résultats sont en accord avec ceux indiqués dans la littérature (56) (59)
(61) (136). lis sont a mettre en relation avec la présence majoritaire des
microorganismes anaérobies et producteurs d'acides organiques (56)
(57).

La teneur en cyanoglucosides des racines fraichement récoltées est de
450 ppm. (Figure 28) Dans la littérature (137) (138) (139), les teneurs
varient en fonction des variétés étudiées entre 137 et 1515 ppm. Aprés
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le rouissage traditionnel des tubercules de manioc dans I'eau la teneur
en cyanoglucosides est réduite de fagon significative (environ 78,5%).
Nos résultats confirment ceux obtenus par Agbor-Egbe et al. (139) selon
lesquels les teneurs en cyanure passent de 401,9 +£50,2mg & 133,7 +
10,4 mg HCN/kg. La fermentation est ainsi un procédé trés efficace dans
Félimination des composés cyanés endogénes des tubercules de
manioc.

Comme dans la transformation des grains de mais, 'acide lactique est le
produit majeur de la fermentation avec une concentration de 0,45% (p/p)
en fin de fermentation. L’acide acétique, 0,40% (p/p) et I'éthanol, 0,30%
(p/p), sont respectivement les deuxiéme et troisiéme produits de
fermentation. lls contribuent, a cété d’autres composés volatils, a fa
flaveur du produit final (128). L’apparition de P'acide butyrique a partir du
deuxiéme jour coincide avec le début du ramollissement des tubercules
de manioc. Sa production peut provenir soit d'une fermentation butyrique
clostridienne soit d’'une fermentation due aux levures. Cette derniere
hypothése semble la plus probable car les Clostridies se développent
mal en milieu acide.

La présence de sucres fermentescibles (sacccharose, glucose, fructose)
permet, comme lindiquent Daeschel et al. (93), la multiplication des
difféerentes populations microbiennes, en particulier la flore lactique.
Les bactéries lactiques constituent la flore dominante du rouissage des
tubercules de manioc comme plusieurs chercheurs (56) (123) (124) l'ont
également montré. Par la production d’acides organigques comme l'acide
lactique, ces bactéries sont responsables de la diminution du pH
observée au cours du rouissage. Cette diminution est en accord avec
les resultats obtenus par Oyewole et al. (127).
L'important développement de Lactococcus /actis durant les premiéres
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heures de la fermentation est lié a la capacité que posséde cette espece
d’hydrolyser 'amidon, principal constituant du manioc. La préesence des
activites amylolytiques chez ces bactéries conforte cette hypothése.
La prédominance de Leuc. mesenteroides (81% de la microflore lactique
totale au 2°™ jour) est intéressante. Ce germe est producteur de la
linamarase (122) qui doit agir trés précocement avant que le pH ne
diminue. La linamarase, active entre pH 5 et 6, contribue a la
dégradation des composés cyanogéniques des tubercules de manioc
frais et en assure la détoxication (125) (126).

Au huitiéme jour du rouissage, Lb. Plantarum est 'espéce dominante.
Les autres espéces isolées au debut du rouissage, Lb. coprophilus, Lb
delbrueckii et Leuc. lactis, disparaissent pratiquement aprés 48 heures.
Cest principalement Lb. plantarum qui, en produisant des quantités
abondantes d’acide, est responsable de la baisse importante du pH au
cours de la fermentation.

Outre cette capacité de production d’acides organiques, les bactéries
lactiques du manioc présentent la propriété de résister aux
concentrations élevées de cyanure.

Giraud (154) rapporte que la croissance des souches de bactéries
lactiques est inhibée par des concentrations proches de 1000 ppm. En
revanche, la croissance d'autres bactéries, comme Escherichia coli, est
totalement inhibée par une concentration de cyanure de 2 a 3 ppm
(117).

[ 'effet inhibiteur du cyanure sur les bactéries lactiques reste donc
relativement trés faible. Cette propriété est sans doute responsable de
la prédominance des bactéries lactiques dans la microflore naturelle de
rouissage du manioc. Elle montre que ces micro-organismes sont bien
adaptés aux teneurs de cyanure libre présent dans les tubercules de
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manioc en rouissage. Vasconcelos et al. (135) ont observé que la
degradation des composés cyanogéniques, lors de la fermentation du
manioc, conduit a 'accumulation de quantités de cyanure libre pouvant
atteindre des teneurs de 200 ppm dans le milieu de fermentation.
Leuconostoc mesenteroides (13,3%) et Streptococcus lactis (6,7%)
participent au processus de détoxication au cours de la premiére étape
pour trois raisons. Ces bactéries font partie, comme nous [avons
montré, de la microflore lactique majoritaire des deux premiers jours du
rouissage (122).Elles sont résistantes a des concentrations trés élevées
de cyanures, plus de 500 ppm de CN (tableau 6). Une proportion élevée
de ces bactéries, 86% de Leuconostoc mesenteroides et 57% de
Lactococcus lactis, comme lindiquent les résultats obtenus, présente
une activité p-glucosidasique.

Les bactéries amylolytiques sont guantitativement abondantes (78,43%)
mais elles n’hydrolysent que trés peu I'amidon comme l'indiquent les tres
faibles quantités de maltose et maltotriose. L’amylolyse apparait étre un
phénomene trés limité au cours du rouissage.

La présence des bactéries pectinolytiques généralement douées
d'activités pectinestérasique et galacturonasique est a corréler avec le
phénoméne de ramollissement des tubercules, une des étapes
importantes du rouissage (62). En effet, nos résultats corroborenf ceux
d’'autres auteurs, le ramollissement correspond a un accroissement de
I'activité de la pectinestérase et de la polygalacturonase (111) (112)
(113).

Les levures, souvent associées aux bactéries lactiques (127) (95) (129)
(130), ont un métabolisme important en anaérobiose et a pH acide et
leur apparition coincide avec l'apparition de l'acide butyrique. Elles
jouent donc un réle indéniable dans les caractéristiques organoleptiques
du produit final (131).
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Les moisissures ne se développent que les trois premiers jours et
disparaissent. La diminution du pH a 4 et de la pression d’oxygéne
dissous a 0,166 mg/ |, au cours du rouissage, constitue des conditions
défavorables a leur développement (95).

La séquence de succession des microorganismes observée dans notre
étude a été également rapportée par d'autres auteurs (56) (123).
Differents facteurs, comme la chute appréciable du pH (126) due a la
production d’'acides organiques dont les acides lactique et acétique,
doivent favoriser le développement de certaines bactéries et en inhiber
d’autres. Par ailleurs, les conditions d’anaérobiose permettent le
développement des microorganismes micro-aérophiles dépourvus de
chaine respiratoira comme les bactéries lactiques qui constituent la flore
majoritaire (122).

1.4 FEUILLES DE MANIOC

Le vin de palme, le poto-poto et les tubercules de manioc rouis sont des
produits de transformation en milieu acide. Par contre, la production du
ntoba mbodi s’accompagne d’'une alcalinisation importante (pH 8,6) du
milieu de fermentation. Cette caractéristique se retrouve dans d’autres
produits fermentés comme le ugba (pH 8,7), l'ogiri (pH 7,9), le natto (pH
8,4) et le soumbala (pH 9,0). L'alcalinisation du pH est un facteur
important dans la compétition microbienne : elle détermine la séquence
de la flore microbienne. L'activité des enzymes pectine et pectate lyases
augmente dés la 24°™ heure et devient maximale a la 60°™ heure bien
avant le ramollissement qui est effectif le 3°™ jour. Cela suggére une
destruction progressive de la paroi cellulaire qui devient maximale au

moment de Papparition du ramollissement.
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Les profils de courbe des enzymes pectinolytiques sont identiques.
L'équivalence des deux actions dans la pectine lyase pourrait indiquer
que les deux activités resident dans le méme complexe comme chez
Clostridium multifermentans et agiraient en coordination sur la pectine
(114). En effet, la pectine (polymethyl polygalacturonate), substrat de la
pectine lyase, est degradée en deux étapes d'abord par I'action de
l'estérase qui désertérifie la pectine en polygalacturonate puis par celle
de la lyase qui scinde le polygalacturonate en unités acide
digalacturonique. Pour le pectate (polygalacturonate), substrat de la
pectate lyase, seule la lyase agirait.

Les feuilles de manioc stérilisées restent entiéres et vertes au cours de
la fermentation. Par contre, le brunissement des feuilles fermentées de
manioc avec une forte augmentation d'absorbance a 420 nm (environ
80%) résuite de P'accroissement de plus de 86% de la concentration de
polyméres polyphénoliques par l'oxydation enzymatique avec les
polyphénols-oxydases. Celles-ci, a la suite de la rupture de lintégrité
cellulaire par l'action des enzymes pectinolytiques, entrent en contact
avec leur substrat. Ce phénoméne de brunissement est intéressant pour
le ntoba mbodi car il améliore ses propriétés sensorielles (77) (78).

L'alcalinisation du milieu de fermentation (pH 8,5) serait causée par
laction des enzymes microbiennes comme les protéases, les
désaminases et les décarboxylases qui engendrent les amines.

Les Bacillus, notamment Bacillus subtilis, sont, par leur activité
protéolytique, a | ‘origine de l'augmentation de pH en produisant de
'ammoniac par la désamination des acides aminés libérés lors de la
dégradation des protéines et peptides (101). Cet environnement est
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favorable a l'activité des protéases a sérine des Bacillus dont le pH
optimum est situé entre pH 8 et 9.

La forte concentration d’acides lactique (8 g/l) et acétique (2,71 g/l) en
milieu alcalin, malgré la faible quantité de bactéries lactiques (environ
4%), proviendrait d’'une part de l'activité de certains Bacillus (115) et
d'autre part de la dégradation anaérobie des protéines, peptides et
acides aminés par les microorganismes.

Protéines
- /
v
Acides amin\

Propionate

v

Pyruvate

Lactate Ethanol > Acttate

Catabolisme anaérobie des protéines, peptides et acides aminés

En comparaison aux techniques classiques de blanchiment et de
cuisson a la vapeur ou au séchage au soleil qui permet d’éliminer 82 a
94% de composés cyanogénigues (47), la fermentation des feuilles de
manioc peut ainsi étre considérée comme un procédeé efficace avec
70,68% d’élimination de ces composés.

En effet, le pH alcalin tout en favorisant le développement des Bacillus
qui deviennent la microflore dominante de la fermentation assure
'hydrolyse des cyanohydrines en acétone et acide cyanhydrique. L'acide
cyanhydrique peut se solubiliser ou se volatiliser. En plus de la tolérance
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aux fortes concentrations d'acide cyanhydrique produit, certaines
souches de Bacillus, notamment Bacillus pumilus, ont la capacité
dutiliser l'acide cyanhydrique pour leur nutrition (116) (117) et
contribueraient ainsi a la réduction de la teneur en acide cyanhydrique
dans le milieu de fermentation.

Du point de vue des microorganismes, le processus de transformation
des feuilles de manioc est lié & I'évolution de micro-organismes naturels
des feuilles fraiches, comme dans le cas d'autres produits fermentés
d'origine végetale (100) (101).

Cette microflore, abondante et particulierement variée, comprend des
micro-organismes couramment rencontrés dans les produits végétaux
fermentes (100) (103) mais aussi des espéces inhabituelles telles
Micrococcus varians,Bacillus macerans, Bacillus susbtilis,
Staphylococcus sciuri et Staphylococcus xylosus (104).

En revanche, les souches de Leuconostoc, particulierement
Leuconostoc mesenteroides, reconnues essentielles au cours de la
phase initiale de la fermentation des composés d’origine végétale (105)
(106) et les levures considérées importantes dans la fermentation des
sucres résiduels sont absentes sans nul doute a cause du pH trés éleve
du produit. En effet, dans la fermentation des feuilles de manioc, la
microflore non lactique supplante, aprés deux jours de fermentation, la
microflore lactique qui diminue quantitativement

La cinétique d'évolution de cette microflore du ntoba mbodi différe de
celle des fermentations d'autres composés d'origine végétale.

Effectivement avec des pH optima de croissance de 5,5 a 6,2 pour les
lactobacilles, de 5,5 & 6,5 pour les pédiocoques et de 6,3 a 6,5 pour les
lactocoques et leuconostocs (107) (108) (109) (110), I'aptitude des
bactéries lactiques a poursuivre la croissance ne peut étre que
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compromise par le pH du milieu dont les valeurs maximales sont
comprises entre 8 et 9. De ce fait, les bactéries lactiques ne paraissent
pas essentielles mais, peuvent contribuer, a travers leurs métabolites, en
partie aux qualités organoleptiques et nutritionnelles du produit fini.

Les microorganismes susceptibles de jouer par contre un réle significatif
dans cette transformation seraient essentiellement Bacillus macerans,
Bacillus subtilis, Bacillus cereus, Staphylococcus xylosus et Erwinia spp.
Ces microorganismes sont producteurs d’un fort arsenal d'enzymes
polysaccharolytiques dont les pH optima d’activite, compris entre 8 et
8,50 (111), se situent dans l'intervalle des pH du milieu de fermentation
des feuilles de manioc. Ces enzymes, en dégradant les pectines et les
polysaccharides des tissus, favorisent le ramollissement observé des
feuilles de manioc (112) (113) et améliorent ainsi la digestibilité de la
matiére organique végétale.

La transformation des feuilles de manioc en ntoba mbodi, comme la
production d'autres produits fermentés dans lesquels une fermentation
alcalinisante est mise en ceuvre (101) (118) ne dure que 4 jours alors
que la fermentation est beaucoup plus longue pour d'autres produits
fermentés d’origine végétal : 14 jours environ pour les soja, betterayes,
concombres, tomates, 30 jours environ pour les carottes (119), 60 a 90
voire 120 jours pour la choucroute ou le kimchi coréen (120). Au dela de
4 jours, il se produit une altération significative du ntoba mbodi,
contrairement a ce qui est observé dans les aliments fermentés d’origine
végétale qui subissent une fermentation lactique acidifiante (121).
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2. ASPECTS FONDAMENTAUX DES TRAVAUX

La fermentation de ces quatre aliments révéle :

- la diversité des composés produits et de types de fermentation

- une microflore adaptée a I'environnement

- et les changements de texture et de couleur

Elle se déroule dans les conditions d’anaérobiose (pression d’oxygéne
dissous 0,1mg/l) et de pH acide (pH 3,5-4,5) sauf pour les feuilles de
manioc ou le pH est alcalin (pH 8,5-9,0). Les principaux métabolites
produits au cours de ces diverses fermentations sont le lactate, I'acétate
et I'éthanol. Cependant, le type de fermentation varie en fonction de la
nature du matériel végétal et des microorganismes présents,
principalement les bactéries lactiques, Bacillus inclus, d’autres bactéries
et les levures. Dans les quatre aliments fermentés, les bactéries
lactiques ont été isolées. Elles sont souvent en compeétition avec les
levures sauf pour les feuilles fermentées de manioc ou la competition se

fait avec les Bacillus.

2.1 Diversité de composés produits et types de fermentation

Comme dans toutes les fermentations, la production des quatre aliments
étudiés s’accompagne de la synthése d’une diversité de produits qui
restent néanmoins trés caractéristiques. Il faut noter:

(a) des composés acides notamment les acides lactique et acétique
au cours du rouissage des tubercules de manioc, de la fermentation des
feuilles de manioc et des grains de mais ; (b) les composés alcooliques
notamment I’éthanol dans le vin de palme ; (c) les composés amineés,
principalement I'ammoniac dans la fermentation des feuilles de manioc ;
(d) les composés aromatiques, comme les acides isovalérique et
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propionique contribuant a 'ardme et a la flaveur de chacun des aliments
fermentés.

Tous ces composés produits permettent de classer et de retrouver les
trois catégories de fermentations alimentaires: la fermentation
alcoolique avec le vin de palme, la fermentation acide lactique dans le
cas des tubercules rouis de manioc et de poto-poto et la fermentation
alcaline dans les feuilles fermentées de manioc, ntoba mbodi.

2.2 Microflore caractéristique adaptée a I'environnement

La séve du palmier a huile, le grain de mals, le tubercule et la
feuille de manioc constituent chacun un environnement ou une niche
écologique ol existe une microfiore épiphyte typique. Au cours de la
fermentation, une compétition s’établit et une microflore s’installe selon
une séquence caractéristique en fonction des conditions de
Fenvironnement. Celles-ci constituent donc un facteur de sélection.

a) Le premier de ces facteurs est le pH. Lorsque le pH baisse et devient
acide (pH 4), les bactéries lactiques et les levures dans le rouissage des
tubercules de manioc et la fermentation de la pate de mais prosperent
bien. La grande majorité des bactéries lactiques sont acidophiles,
cependant certaines espéces sont alcalophiles, notamment dans le
ntoba mbodi. C'est le cas des Bacillus (Bacillus subtilis, Bacillus pumilus,
Bacillus macerans, etc ...).

Méme a pH acide, la quantité de composés produits au cours de la
fermentation influence le comportement de certains groupes microbiens
et entraine une séquence caractéristique de la microflore. Ainsi les
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Lactococcus lactis dominant aprés 24 heures de fermentation sont
remplacés par Leuconostoc mesenteroldes, Iui méme supplanté en fin
de rouissage par Lactobacillus plantarum.

De méme, une séquence de la microflore s’établit lorsque le pH
augmente et devient basique (pH 8,5) dans la fermentation des feuilles
de manioc « ntoba mbodi», les bactéries lactiques arrétent leur
croissance et le développement des Bacillus et Staphylococcus est
favorisé. Certaines espéces de Bacillus (Bacillus pumilus) sont
capables d'utiliser I'acide cyanhydrique, une substance toxique libérée
au cours de la fermentation des tubercules et feuilles de manioc.

b) Au pH se superpose un autre facteur de sélection, la variation de la
pression d’oxygéne dissous. Ainsi, les bactéries aérobies dominant au
début de la fermentation dans un environnement de pression d’oxygéne
élevee sont rapidement remplacées par les bactéries aéro- anaérobies,
micro- aérobies et anaérobies comme Leuconostoc, Lactobacillus,
Pediococcus,Bacillus et Clostridium quand la pression d’oxygéne devient
trés faible au cours de la fermentation des grains de mais, des
tubercules et feuilles de manioc.

c) Le substrat lui-méme, c'est-a-dire le matériel végétal, par sa
composition contribue a la compétition microbienne. |
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Microflore du vin de palme

Microflore de la pate de mais
« poto-poto »

Bacillus pumilus

Lactobacillus brevis

Bacillus sphaericus

Lactobacillus cellobiosus

Bacillus subtilis

Lactobacillus pentosus

Corynebacterium

Lactobacillus plantarum

Hanseniaspora guilliermondii

Lactococcus lactis sp lactis

Lactococcus lactis Leuconostoc citreun
Pseudomonas fluoressens Leuconostoc mesenteroides ssp
mesenteroides
Saccharomyces cerevisiae Pediococcus acidilactici
Staphylococcus spp Levures l
Streptococcus spp Moisissures i
Microflore des tubercules de manioc Microflore des feuilles de manioc
Bacillus amyloliquefaciens Acinetobacter calco aceticus
Bacillus cereus Agrobacterium radiobacter
Bacillus polymyxa Bacillus cereus
Enterobacter spp Bacillus circulans
Lactobacillus coprophilus Bacillus macerans
Lactobacillus delbrueckii Bacillus pumilus
Lactobacillus fermentum Bacillus spp
Lactobacillus plantarum Bacillus subtilis
Lactococcus lactis Erwiniia spp
Leuconostoc lactis Lactobacilius fermentum
Leuconostoc mesenteroides Lactobacillus plantarum
Kiebsiella spp Lactobacillus spp
Levures Lactobacillus lactis diacetylactis
Moisissures Micrococcus varians
Pediococcus cerevisiae
Staphylococcus sciuri
Staphylococcus xylosus
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En plus de ces facteurs physico-chimiques, certains métabolites de
fermentation peuvent jouer le réle d’antagonistes.

Ainsi, aux fortes teneurs d’alcool dans le vin de palme, la croissance des
levures est favorisée tandis que celle des bactéries sensibles a l'alcool
est inhibée. En présence d’acide cyanhydrique, certaines bactéries
lactiques présentent une grande résistance a des concentrations élevées
d'acide cyanhydrique (plus de 800 ppm) alors que d'autres sont inhibées
dans le cas du rouissage de manioc. Par ailleurs, dans la fermentation
des feuilles de manioc, l'acide cyanhydrique joue le mém réle de
substrat plutét que d’antagoniste pour certains Bacillus comme Bacillus
pumilus.

(a) Les levures (notamment Saccharomyces cerevisae) et les bactéries
hétérolactiques prédominent et conduisent a la production d’alcool a
partir de la séve du palmier pour donner le vin de palme. (b) Les
bactéries lactiques (Lactobacillus plantarum, Lactobacillus pentosus,
Lactobacillus  cellobiosus, Lactobacillus  brevis, Leuconostoc
mesenteroides, Leuconostoc citreum, Lactococcus lactis, Pediococcus
acidilactici) constituent la flore dominante dans la production de la pate
fermentée de mais et les tubercules rouis de manioc, a c6té de levures,
microflore complémentaire, responsable des arémes. (c) Les bactéries
du genre Bacillus prédominent dans la transformation des feuilles de
manioc & cdté d’autres bactéries lactiqgues et conduisent a un produit
basique, le nfoba mbodi.

2.3 Changement de texture et de couleur

Les transformations fermentaires s’accompagnent de changements

physico-chimiques, notamment le changement de texture et de couleur.
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a) ramollissement

Le changement de texture est marqué par le ramollissement des
tubercules et feuilles de manioc initie et accompli sous l'action des
enzymes pectinolytiques, pectine et pectate Iyases, d'origine
microbienne et végétale.

Le maximum des activités pectinolytiques au cours de la fermentation
des feuilles de manioc (figure 26) est atteint a la 60°™ heure alors que
I'état de ramollissement intervient a la 96°™ heure. De méme, dans le
rouissage des tubercules de manioc, le dénombrement de la microflore
pectinolytique est maximale a la 72°™ heure (figure 4) tandis que le
ramollissement survient a la 96°™ heure.

Il apparait que le processus de fermentation des tubercules et feuilles
de manioc impliqgue une rupture progressive des parois de la cellule, qui
est maximale a l'apparition du ramollissement. Dans le cas des
tubercules de manioc, le ramollissement est initié de I'extérieur vers
lintérieur. Les enzymes pectate et pectine lyases sont donc trés
importantes dans le ramollissement des feuilles et tubercules de manioc
ié¢ a la fermentation (143) (60). Cela est en accord avec les principaux
roles assignés a la pectine methylestérase et la polygalacturonase dans
les interactions héte/ pathogénes. Ces enzymes entrainent la maceération
du tissu, des pertes d’électrolytes et méme la mort de la cellule (143).
Par ailleurs, les enzymes protéolytiques participent également au

ramollissement.

b) brunissement

Le changement de couleur des feuilles fermentées de manioc est
caractérisé par le brunissement résuitant de la polymérisation des
plyphénols par la polyphénol-oxydase libérée lors du ramollissement.
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2.4 Détoxication du produit

a) hydrolyse des glucosides cyanogéniques

il est généralement admis que la fermentation est responsable de la
détoxication du produit fermenté. Ainsi, dans les tubercules et feuilles de
manioc les linamarases et  hydroxynitriles lyases végétales et
microbiennes contribuent, par leur action concertée, a I'hydrolyse des
glucosides cyanogéniques, notamment la linamarine et lotaustraline (62)
(135), aussi bien en fermentation lactique des tubercules de manioc
gu'en fermentation alcaline des feuilles de manioc.

Cette action concertée qui se déroule tant en milieu acide que basigue
fait appel a un mécanisme de catalyse générale acide ou basique ou
encore concertée.

b) détermination du meécanisme d’élimination de [Facide
cyanhydrique a partir des produits de fermentation

La compréhension des mécanismes par lesquels le cyanure est libéré au
cours de la transformation est importante. Une approche a la
détermination de ces mécanismes est de considérer les types de
produits de manioc, les tubercules rouis et les feuilles fermentées.

La dégradation de la linamarine a lieu en deux étapes.

La linamarine est hydrolysée en glucose et acétone cyanohydrine par
'enzyme linamarase (44) (70)

P

Linamarine + eau > glucose + acétone cyanohydrine

Linamarase



L’acétone cyanchydrine se dissocie, soit spontanément aux pH 25,0, soit
sous l'action de 'enzyme hydroxynitrile lyase pour donner 'acétone et
lacide cyanhydrique (58) (68) (140)

Acetone cyanohydrine _—* acétone + acide cyanhydrique

De facon significative, le cyanure produit est déplacé par solubilisation
ou volatilisation (47) (63) (67). En effet, I'acide cyanhydrique dont la
température d’ébullition est de 25,7°C se volatilise rapidement.

L'étude de la stabilité de l'acétone cyanohydrine a différents pH (61)
(135) (140) (141) a montré que ce composé est trés instable aux pH
alcalins et se dissocierait spontanément sans [lintervention d'une
deuxiéme enzyme (63).

Certaines études sur la fermentation du manioc ont attribué la
détoxication des tubercules de manioc a I'hydrolyse spontanée de la
linamarine et de la lotaustraline par les acides organigues produits et la
baisse du pH qui en resulte. D’'autres études (142), au contraire, ont
démontré la stabilité inhabituelle de la linamarine en milieu acide dilué
méme a 100°C ; ce qui rendrait invraisemblable Ia détoxication par
I'hydrolyse chimique sous l'action des acides faibles formés pendant la
fermentation.

Notre étude sur les fermentations de tubercules et de feuilles de manioc
a montré la baisse du pH de 7,2 a 3.8 dans le cas des tubercules et
'augmentation du pH de 6,8 a 8,5 dans celui des feuilles, parallelement
4 la détoxication et au ramollissement dans les deux cas. Ce sont les
activités conjuguées de la linamarase endogéne des tissus et de la
linamarase microbienne (52) (142) (144) (145) qui contribuent a

tH



'hydrolyse des glucosides cyanogéniques et a la réduction de plus de
70% de la teneur en cyanure des produits du manioc.

La linamarase est active sur une plage de pH 4,0 &4 pH 8,0, avec une
activité optimale a pH 6,0, mais inactive a pH 3,0 et a pH 9,0. Au
dessous de pH 3,5 et au dessus de pH 8,0 il y a plus de 50 % de perte
d'activite (140) (146). L’acidification a pH 4,0 dans le rouissage des
tubercules de manioc et I'alcalinisation a pH 8,5 dans la fermentation des
feuilles de manioc s’effectuent dans un intervalle de pH correspondant &
la zone d’activité de la linamarase. Cela peut expliquer I'hydrolyse de la
linamarine dans les deux cas. L’hydrolyse de la linamarine peut donc
avoir lieu par catalyse générale soit acide soit basique a linstar de
'hydrolyse des esters.

De plus, I'hydroxynitrile lyase du manioc Manihot esculenta Crantz qui
hydrolyse en deuxieéme étape I'acétone cyanohydrine est une enzyme a
sérine. Elle contient au niveau du site actif la triade catalytique ser, asp.
his. (153).

Les deux étapes de I'hydrolyse de la linamarine par la linamarase et
’hydroxynitrile lyase peuvent donc s’effectuer aussi bien en fermentation
acide qu’en fermentation aicaline.

Ainsi, I'approche pour déterminer le mécanisme de détoxication par
I'hydrolyse de la linamarine a partir de produits de fermentation conduit a
suggérer lintervention d'une catalyse générale acide ou basique ou
encore concertée. Elle met en relief la relation entre la croissance
microbienne, l'activité enzymatique et le ramollissement du matériel

végétal.



2.5 Relations entre ramollissement, croissance microbienne et
détoxication

Le ramollissement des tubercules et des feuilles de manioc est la
caractéristique principale indiquant la fin de la fermentation. Il est causé
par la sécrétion par les microorganismes des enzymes dégradant les
parois cellulaires (143). Celles-ci permettent le contact entre la
linamarase endogéene et la linamarine apres destruction des
compartiments de la linamarase et de la linamarine (56) (143).

Les dynamiques de la réduction du cyanure durant la fermentation des
feuilles et tubercules de manioc, de la microflore associée et des
activités pectinolytiques ainsi que I'évolution du ramollissement ont donc
été étudiées

Grace aux enzymes pectinolytiques microbiennes, la rupture de la paroi
des cellules végétales libere des éléments nutritifs qui diffusent et
deviennent accessibles aux microorganismes pour leur développement..

L'étude de certains microorganismes a montré l'aptitude de ceux-ci a
synthétiser 'enzyme linamarase en présence du substrat approprié
linamarine ou lotaustraline. Parmi ceux-ci se trouvent Lactococcus
lactis(67%), Leuconostoc mesenteroides (86%) et Lactobacillus
plantarum (40%). La présence de Leuconostoc mesenteroides a été
rapportée également dans la pate de manioc en fermentation (160).

La linamarase de Leuconostoc mesenteroides est inductible et
présente l'activité sur une plage de pH 4,0- 8,0 avec un optimum a pH
6,0 —9,5- (140) (146) (147) (148) (149) (150) (151) (152). Au-dessus de
pH 8,0, il y a perte rapide d'activité. Une inactivation rapide survient au-
dessous de pH 3,5 et au-dessus de pH 8,0 avec une perde d'activité de
50 %.
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La diminution de pH de 7,2 a 3,8 dans le cas de la fermentation des
tubercules est occasionnee par les acides organiques, notamment les
acides lactique et acétique, produits au cours de la fermentation. (figure
25). Le niveau élevé de pH (pH 8,5 - 9,0) dans la fermentation des
feuilles de manioc est causé par I'action des enzymes microbiennes
comme les proteases, les désaminases et les décarboxylases qui
engendrent les amines. Il accentue ainsi le clivage des cyanohydrines en
acide cyanhydrigue volatil.

L'alcalinisation du pH faciliterait la réduction de la teneur en cyanogénes,
ce qui est tout a fait différent du niveau bas de pH (pH 3,8 4 4,.2) dans le
rouissage des tubercules (figure 20) (58) (63) (68) (140). La fermentation
des tubercules et feuilles de manioc se déroulant a température
ambiante (plus de 26°C), une partie de lacide cyanhydrique se
solubilise.

En conclusion, les fermentations alimentaires montrent donc Ia
diversité des produits synthétisés et des populations microbiennes
en action que nous avons caractérisés. Elles mettent en jeu des
interactions complexes entre différents groupes microbiens et entre
molécules diverses entrainant la détoxication, la modification de
texture et la formation d’arémes et de flaveurs caractéristiques de
chaque aliment fermenté.



CONCLUSION GENERALE

Les résultats des aliments fermentés traditionnels étudiés montrent
que :
¢ les activités métaboliques des bactéries lactiques ou des Bacillus,
seules ou en association avec d'autres bactéries,des levures ou des
moisissures, apportent des changements majeurs dans la couleur,
lardme, la flaveur et la texture des aliments fermentés traditionnels.

Dans la plupart des cas, le développement des qualités sensorielles
désirées des aliments fermentés traditionnels dépend dune
contribution composite de deux ou plusieurs types de
microorganismes.

¢+ lafermentation permet la préservation et la valorisation des aliments.

¢ la fermentation peut aussi servir de processus de détoxication et
d’amélioration de la valeur nutritionnelle en protéines, lipides et
vitamines.

¢+ la fermentation peut améliorer la digestibilité des aliments avec la
production d'enzymes digestives.

La compréhension des conditions physico-chimiques et de 'écologie
microbienne de ces aliments fermentés traditionnels permettra de :

¢ Optimiser le processus de fermentation
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¢ Reéaliser les fermentations contrélées en mono et polycultures.
+ Mettre au point des starters adéquats pour le développement des

fermentations naturelles.
¢ caractériser les arbmes de chaque aliment et les souches

productrices desdits aromes.
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NOTE

ETUDE PRELIMINAIRE DE LA MICROBIOLOGIE DU VIN DE PALME
ELAELS GUINEENSIS

DOIOUEMEE, (%), 5.C KORBAWILA (*). LD, BAYENDA (%), ¥. MANIA (%),
Odile MICHALUX (%), Monigue LARFENT (**), M. MALONGA (**).

PALM WINE : MICROBIOLOGICAL STUDY
IN POPULAR REPUBLIC OF CONGO

Summary

The types and numbers of organisms encountered vary widely even from tree to tree.
. 28 samples collected from Elzeis guineensis have been studied (urban region and
country department). 210 cultures isolated have been identified: 44 B. subililis, 13 &
sphaericus, 13 B. pumilus, 29 Streptococeus diacetylactis, 52 Streptococcus spp., 41
Corynebacterium spp., 3 Staphylococcus spp., 1 Pseudomonas fluorescens, 13 Sac-
charoryces cerevisine and 1 Hansienasporg guillermondii. B. sphaericus and B, pumilus
are only presents in urban region, Hanseniaspora and Pseudomonas are inhabitants
of the palm winc of country department. Numerous lactic Streptococcus but not Lec-
tobaciflus have been isolated. Zymomoenas has not been discovered.

KEY WORDS : Palm wine - Congo - Racilfus - Streptococcus - Saccharomyces - Hanseniaspora

Ce travail porte sur une étude préliminaire du vin de palme congolais pour lequel
il n’existe aucune information (1,4). 28 échantillons proviennent des palmiers & huile
Elaeis guineensis dont 26 d’arbres développés en région urbaine (Brazzaville) et 2 de
plantes présentes dans un département rugal. 210 souches microbiennes ont &€ iden-
tifiées. Pour le genire Bacillus, ont été i Sntrés: 44 B subtilis, 13 B. sphaericus, 13
B pumilus. 29 Streptococcus diacetylactis ont été identifiés ainsi que 52 autres Strep-
tococeus spp., 41 Corynebacterium spp, 3 Staphylococcus spp., | Pseudomomas fluo-
rescens. Pour les levures Saccharomyces cercyisiae a é€ isolé 13 fois et une seule sou-
che d'Hanseniaspora guillermondii a été identifiée. Les mémes bactéries se retrou-
vent dans les échantillons dorigine rurale et urbaine 4 Mexception de B sphaericus,
B. pumifus présents uniquement dans le vin récolté en ville Hanseniaspora, Pseudo-
mornas fluorescens wexistent que dans la boisson dorigine rurale. Uimportapce des
Streptocoques lactiques et Pabsence de Lactobaciiles sont A souligner (5). L’absence
de Zymomaonas pose Je probleme du r6le de ces bactéries par rapport aux levures dans
Ia fermentation alcoolique de ce produit {1, 2, 3).

{*) Département dz Biclogic cellulaire et moléculaire, Faculté des Sciences, B.P, 69, Brazzaville (Congo).
{**) Laboratoire de Microbiologic Université de Clermont I1, 4, rue Ladry, 63038 Clarmont-Ferrand Cedex.
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ETUDE MICROBIOLOGIQUE ET BIOCHIMIQUE DU VIN DE
PALME (ELAEIS GUINEENSIS JACQ)
EN REPUBLIQUE DU CONGO

A. MALONGA (", 0. MAYOUNGOU ) §.C. KOBAWILA ), D. LOUEMBE =

PALM WINE: MICROBIOLOGICAL AND BIOCHEMICAL STUDY
IN REPUBLIC OF CONGO

Surmmary

The types and numbers of organisms encountered vary widely even from three lo tree. 30
samples collected from Elaeis guincensis have been studied (urban area and country ares).
210 cultures isolated have been identified: 44 Bacitlus subtilis, 13 B. sphaericus, 13 B.
pumilus, 29 Lactococcus lactis, 52 Sireptococcus spp., 41 Corynebacterium spp., 3 Sta-
phylococcus spp., | Pseudomonas flizorescens, 13 Saccharomyces cerevisiae and 1 Han-
sienaspora guillermondii.

B. sphaericus and B. pumilus are only presents in vrban region. Hanseniaspora and
Pseudomonas are recovered in the palm wine of country area. Numerous Laciococeus lac-
tis never mentioned i Ihiterature have been iselated. Zymomeonas, Leuconostoc and
Lactobacillus which are often ¢ited in literature have not been recovered. The pH varied
from palm tree 10 palm tree, but for a given palm tree, pH changes in time (24 h) were
very slight. Sugar levels also varied from tree to tree.

KEY-WORDS: Palm winc - Lactococens {actis - Saccharomyces cererisice - Zymomonas - Leuconortoc -
Hanserdaspora guillermondii - Isobutyric acid - Isovsicdic acid - Acetic acid - Ezhanol.

INTRODUCTION

Parmt les boissons locales consommées au Congo, le vin de palme, obtenu par fermenta-
tion naturelle de la stve sucrée du palmier, reste une boisson trés prisée. C'est un liquide
- blanchitre, pétillant, A saveur sucrée el aigrelette, d'un godit assez agréable. 11 est peu al-
coolisé et contient 1,5 4 2,1% d éthanol {1]. Son pH varie entre 4 et 5 [2). La concentra-
tion en sucres solubles de la séve du palmier varie entre 12 et 15%, le pringipal sucre
étant le saccharose. On trouve également en fatble quantité le glucose, le fructose, le
caffinose,.le maftose et les oligossachandes [3]. La stve fermentée contient aussi des
acides organiques et des acides aminds {4].

La flore microbienne du vin de palme est trés diverse. Elle est constituée de bactéries lac-
tiques, acéliques, de Zymomonas spp., de microcoques et de levures [5, 6, 7, 8, 9].
L'importance socio-fconomique de cette boisson dans notre pays [10] nous a conduits 2
étudier les caractéristiques microbiologiques de ce vin et % suivre 1'évolution du pH, des
sucres séducteurs et des métabolites produits au cours de la fermentation.

{*) Laboratoire de bioicchnologie, Facuhié des Sciences, B.P. 69, Brarzaville {Congo).
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MATERIEL ET METHODES

Echantilions - Vingt sept échaatillons proviennent de trois palmiers 3 huile (Elacis gui-
neensis) situés sur le terrain de la Faculté des Sciences (zone urbaine). Un prélevement est
réalisé sur chaque palmier frois fois par semaine pendant trois semaines. Trois autres pro-
vienneat d'un palmier & buile en zone rurale. Un prélevement est réalisé une fois par se-
maine durant également trois semaines. Les échantilions de s2ve sont récoltés dans des
fioles stériles.

Préparation des échantillons pour les analyses microbiologiques - Immédiatement
apres chaque récolte, une séne de dilutions décimales de 'échantillon est effectude en eau
peptonée stérile 2 1% exempte d'indole.

Miligux et conditions de culture - Les milieux de cultures (1 1) utilisés sont les suivants:
- Milicu au malt & 2% additionné de rose bengale a 1 % pour les levures (culture 2 37°C
pendant 48 heures) - Plate Count Agar (P.C.A.) pour la microflore mésophile totale
(culture 3 30°C pendant 48 2 72 heures) - Glucose Yeast Agar (G.Y.A.) pour les Zymo-
monas (culture en double couche 2 25°C pendant 48 beures) - Gélose M.R.S. X pH 5,56
pour les bactéries lactignes {culture en double couche a 30°C pendant 48-72 heures) -
Milieu de Terzaghi (M 17) pour lcs streptocoques lactiques (culture en double couche i
30°C pendant 48-72 heures). 0,1 ml de chacune des dilutions décimales est ensemencé sur
les différents milieux en boites de Petri (3 boltes pour chaque milieu). Aprés culture, les
différentes colonies sont repiquées et conservdes sur les milieux ci-aprés avant d'8tre
identifiées: - Milieu trypticase soja (Bio Mérieux) - Milieu GY A - Milieu M.R.S. (Merck
106 69) - Milieu de Sabouraud (Bio Mérieux) - Milieu M 17 (Merck 15029).

Dénombrement et identification - Le dénombrement de la flore est fail sur douze échan-
tillons (neuf échantillons de la zone urbaine et trois échantillons de la zone rurale). 1
porte sur les bactéries totales et sur les levures développées apres 24 heures, respective-
ment sur le milieu P.C.A. et sur le milicu au malt 2 2% additionné de rose bengale.
L'identification des souches isolées, 4 partir de tous les échantillons, est faite selon les
méthodes usuelles (observation microscopique; coloration de Gram; recherche de la cata-
lase, de I'oxydase, des spores, du type de métabolisme respiratoire) et en utilisant le ma-
tériel API SYSTEM (AP] 50 CH: AP 20 E; AP Strept; API Staph; APl 20 NE).

Préparution des échantillons pour les analyses biochimiques - Aprés leur récolte, les
échantitlons sont incubés pendant 24 heures i la température ambiante de 25°C. Au cours
de 1'incubation, on réalise, toutes les 3 heures, un prélevement de 10 ml de vin de palme
2 partir duquel on mesure le pH. Aprés mesure du pH, I'échantillon est centrifugé 2 8000
tours / mn. Le sumnageant ainsi obtenu est filteé (filtre Millipore 0,45 um) et utilisé pour
doser les sucres réducteurs. La détermination de I'éthanol et des acides gras volatils est
faite A partir des filtrats traités i V'acide sulfurique 6mM. Toutes les analyses sont répétées
trots fois.

Mesure de I'acidité naturelle et du ptl - Les mesures de 'acidité totale sont faites selon
les méthodes usuelles [12] et le pH est déterminé avec le pHmétre Consort sur le préfe.
vement bnut. B

Dosapge des sucres réducteurs, de Véthanol, des acides gras volatils - L'analyse des
sucres réducteurs est réalisée par HPLC (High performance liquid chromatography) a
20°C avec un chromatographe (LDC Analytical) muni d"une colonne i résine échangeuse

o]
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de cations {Aminex HPX-42) et relié & un réfractometre différentiel (LDC refractomonitor
1V) pour leur détection. '

La phase mobile (solution d'H,S0, 6mM) a un débit de 0,8 ml min}. La détermination
et le dosage de ['éthanol ¢t des acides gras volatils sont faits également par HPLC, avec
une colonne échangeuse d'ions Antinex HPX-87H: Bio-rad lab. Le débit de 1'€luant
(solution d'H,50, 6mM) est de 0,40 ml min"!. La température du four est de 65°C. Les
produits organiques sont identifiés par un spectrometre UV (LDC spectromonitor 3100) 2
210 nm.

RESULTATS

Dénombrement des germes - Les populations miccobtennes mixtes sont en quantité va-
riable selon les échantllions, Au bout de 24 heures de fermentation de vin frais, on note
une diminution de la flore bactérienne totale dans tous les échantilions (Tableau 1) Dans
le méme temps, on observe un développement rapide des levures (Tahleau [}, 1a baisse du
pH conséeutive 2 la fermentation étant favorable 3 ces demi2res.

Table 1 - pH, flores bactérienne ef levurienne totales
en déhut ¢t apres 24 heures de fermentation

¢ heure 24 heures
Echantillon pH Bactéries Levures pH Bactéries Levuras
{N*) (x107 /mlt  {x10%/m1} (x107/m1)  (x10%/m1}
1t 3,9 150, 0 0,5 1,5 60 27,5
2" 3.8 19,0 1.4 1,5 3,0 4,7
3° 1,4 1,3 1,2 2,8 0,08 60,0
" 4,1 0,9 1,9 3,8 0,03 50,0
s* 3,7 24,0 20,0 3,5 4,1 26,0
5" 4,0 8.5 §.2 3,8 4,0 12,0
7° 3,9 1,3 4,6 3.8 1,2 10,0
g" 4,2 a1, 0 4,4 3,8 16,0 17,6
s”* 4,8 20,0 5,0 4,0 60,0 29,5
10°° 4,3 33,0 7,2 1,9 45,0 25.4
nu*" 4.1 £9.0 3,1 1,7 23,0 16,7
2" 3,9 58,0 3,8 3,8 31,0 18,3
*7one urbaine -  Zome rurale

Identification des germes - 195 souches ont été isolées des échantillons de vin des pal-
miers 4 huile de 1a zone urbaine. Les germes suivants ont &€ identifiés: Bacillus subtilis,
Bacillus sphaericus, Bacillus pumilus, Coryncbacterium spp., Lactococcus lactis, Strep-
tococcus spp. et Saccharomyces cerevisiae.

Les 16 souches isolées de vin de palme de la zone rurale comprennent les microorga-
nismes ci-aprés: Bacillus subtilis, Corynebacterium, Hanseniaspora guilliermondii, Pseu-
domonas fluorescens, Staphylococcus spp., Lactococcus lactis, Saccharomyces cerevisiae.
Le tableau II donne la fréquence des germes isolés. Il faut noter que les échantillons
d’origines urbaine et rurale renferment pratiquement les mé€mes bactéries avec les excep-
tions suivantes: B. sphaericus et B. pumilus sont préseals uniquement dans le vin réeolié
en ville; Hanseniaspora guilliermondii, Pscudomonas fluorescens n'existent que dans la
boisson d'origine rurale; los Zymomonas et les Lactobacillus sont absents des échantillons
d'origines urbaine et rurale; deux types de levures, Saccharomyces cerevisiae et Hanse-
niaspora guilliermondii, y sont présents.
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Parmi les microorganismes identifiés, scols parmissent importants par “leur réle
Lactococcus lactis et Saccharomyces cerevisiae. Le r6le des autres germes (Bacilius,
Corynebacierinm, Pseudomonas, Hanseniaspora) reste X préciser.

Table 11 - Microflore du vin de patme

Hombre d*isclats

Micro-organismes Vin 70U Vin 2R
Bacillue subtilis 39 s
Bacillue s;hncricua 13 o
Bacillus pumiluse 13 )
Corynebactéxrie 39 2
Hanseniaspora guillermondii a 1
Psavdomonas fluorescens Q 1
Saccharomyces ceravisiae 13 1
Staphylococcus spp. [+] 3
Straptococcus epp. 52 [}
Scrept. lactis subsp. diacerylactie 26 L3
Totxl 158% 26

ZU: zone urbaine - 2ZR: zone rurale

Evolution du pH et de U'acidité totale - Les valeurs de pH sont relativement faibles e
restent pratiquernent constantes (moins d'vne unité de variation) au cours de la fermenta-
tion (Tabl. Illa). L gcidité totale augmente également trds faiblement au cours du temps
(Tabl. I1Ib).

Les différentes valeurs du pH et de I'acidité confirment le caractére aigrelet de la boisson.

Tablenu I - Evolution au cours de la fermentation du pH (a)
et de I'acidité totale (D) (moyenne et écart-type)

a

Tewpas {heures) ‘ PH

4,42 (0,.52)
4,27 {0,338}
4,16 (0,31}
4,06 {0,30)
4,06 {0,30)

NN WO

Temps (heures) Arcidité (g &’ acide lactique/l)

§,10 {(1,95)
5,42 {1,82)
5,72 {(1,79)
5,94 {1,78)
5,96 {(L1,87)
£,.42 (§,80)
6,66 (1,70)
6.84 {1,7%)
6,56 {1,73)

WD RD B WD
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Evolution des sucres réduczurs - La tencur ¢o sucres riductours (Tabl. 1V) appanit
constante pendant les six premidres beures. Au deld, on constate une diminution de leur
coacentration. :

Production de métabolites - Les composés orpaaiques identifiés pendant Ia fermentation
sont esseatiellement D'acids  acftique, Uacide sobutynque, ['acide isovalérique o
F'éthanol. A Pexception de "acide isoval&rique doat Ia concentaation reste constante, la
tenear des autres produits angmente (Tableau IV).

Tabjeau IV - Evolution des concentrations (moyenne et €eart-type)
de difTérents métaholites au cowrs de ka fermentation

Tempn Acide Acida Aoide Frhaneol Sucres
{heures} xcHticue irobutyrigua jeovalériqua réducteurs
0 2,658{1,09) n,589({0,06) ©¢,34{0,07]} 1,33{0,10} Q,50{(0,03}
1 Y,058{1,08} 2 ¢5{0,19) 0,450, 01) 1.13{0,08} G.50(0,02)
19 3,04611,023 CLP5{0_ 38} G 8510, c0) 2,38(6,2) 0,45{0,03)
-} 3,.55(2, 06} N, 89{0.,233) o,56{(a, 07} 2,2%{0,17} 2,37(0,02)
12 3,.%5(1,51) 5,.%1(0,323} ¢,42(0,09} 3,77€(0,132) 0,30{0,01)

DISCUSSION ET CONCLUSION

12 florc microbienne du vin de palmier & huile {Elasiy guineensis) du Congo differe de
eelle d’autres vins [7]. Tn effet, en ce qui conceme les levures, Van Pee [4] fait état de
plusienrs espdces dont Saccharontyces cerevisiae. Dans notre étude, les espiees jsolées
sont Saccharomyces- cerevisiae e Hanseniaspora guillermondii, On remarque aussi que
les bactéries lactiques comme les lactobacilles ot les lenconostocs sont absents du vin
congolais; towt comme Zymomonas souvent considéré consne jousnt un rols important
ginon esseatiel dans Ia production de CO,, d'é&hanol, de petites quantités d'acétaldéhyde,
et d'scides lactique et roétique [13, 14, 15, 16]. L'ahsonce de ces germes du vin congo-
1ais serait compensée prr la présence de Soccharomyces cerevisiae et de Lactocoerus lac-
tiz, espices pon potromies dans d'autres vins do palme [1, 4, 7, 17, 18], La présence de
Lactococews lactis ay»ct un faible pouvoir acidifiant par rapport 2ux lactobacilles expli-
quersit pour une part los faibles variations de pH obsecvéés, tandis que Saccharomyces
cerevisiae assurerait, par la voie d'Entner - Meyerhof - Pamas, Ia fermentation
alcoolique.

Il fast enfin constater "absence de microorganismes tel Acerobacter acetii isolé par
Okafor [9] du vin aiglrien.

La microflore de vin &= palme differe done largement sclon les régions.

L'examen de I'évolutioa de la flore bactérienns totale indique, contrairement aux résultats
de Okafor [6], vne diminution de celle-ci spris 24 beures. Ces résultals pourrsient
s'expliquer par le fait que cette microflore soit plus sensible & In présence de 1'akoool pro-
duit par les Jevures dont 1"évolution est, par contre, 1a méme.

La constance des tencurs en sucres réductenrs pendant les six premidres heures ne peut
#tre qu'apparente, En fait, il doit exister un équilibre permanent entre 1'atilisation des
sucres par les microorganismes ef leur prodiction A partir da I'hydrolyse des oligosaccha-
rides ted le sacchaross. Aprés la sixidme heurs, lour consomumation I'enporterait sur jeur
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200 Le vin de palme appzrait comme un produit en constante transformanon mettant en jeu
des fermentations mixt:s avec les bactéries et les levures.
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Milie il Teraptd (M 173 pour L streptocoques luctiques (Qultwce en double couche &
IDYC porant 4892 heores). 0,1 il de chacases dee diliions déciminles es) ensemencé sur
les difier s mslicun en buites Je Petr 43 boiies pour chaque milicu). Apeds culture. Jea
dftérenee: zolonics sont ropiquies cf consurvius s les anilisua ci-apras anard delre
identifice: - Milieu brypticass s (Lo Méreux] - Muliew GYA - Milicu M.R.S. (Mcick
106 603 - Miltew de Sabouraud (Bio Médouxy - Mitea 3 17 Meack 150299,

Déaambrment ef ickeslilTcition - |z denosmbreront de Ju {love est fuit sur douze échan-
titlons (n-1f éehantillonrg de la 7one wtaine ot reais dehantillons de Lo sooe gurides. |
pente sur s hcténes Whiles ef sur les Jevunes développées uprds 24 heures. regpective-
ment sne e milicn P.CAL ot stn b milicy an et i 2 % sldilionnd de rose bengale

Llidentfivhan des souches szoldes, & pattir de tous les échaatillona. cat faite selan les

4

mdthoders wclles (ohgervalios rricemcopgus; cedordion de Gram; rcherche di a cata-
Lige. e Usxyduse, dey spores, dit type do midtaboiinme ceapivatnito) = en ulilian! e -
taacl AT SYSTEREM (APT 30 CJ1 AP 20 17 AFL Sreptz API Stuph; APL 20 NE).

Prépurot»n des échantilluns pour les analyses hiochimiques - Apris Teny cdenlte, les
Echantilleg sont incubés paadant 24 heures & b tempéndsce ambiante de 25-C. Au cours
de 'inertdion, ve néalise, toutss 1es 3 heurca. un préldwement de 10 ind de vin Jo palme
h partic &gl on mesure Je pTl. Aprex mesuns <o pld, I'échuntillon est centritugs 2 8000
lours ¢ . Le sumageunt winsi obtenu est fikted (filue Millipars (1,45 gm) «f ulilisé pour
dnser los sueres téducteurs, Ly dderminution de I'éthanol ot deg acides gras volatils est
Baitc & paiir des filteats traitds d ecide solfunigue 6mML Tunies les analyacs sont répStdes
Inoty fois.

Mesare <o acadité naturelle ¢! du pll  Les mesures de 'uendiee totaic sont fuites selan
les méthedes usuclles | 12] et e pR et détermint avm: le pllmitre Consort sur Lz pecle-
vk ol ’

Dosage o sucres réducteurs, de Uéthanol, des acides pras vollils  L'unalyse des
sucroa éuatenrs 3t ndadisde par H1MLC lich redformance ligud chioimatography) &
HWIPC v un choomutocruphs (LDC Analyticall runi d'une coluomne i résine scingsue
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de cations (Aminex LIPX-421 et relié & vn rélracimniine diffématiel (LT2C relcacknronitng
IV} pour laar détection.

La phase mobale {solution d'H,50, 6mb) & un debat de 0.8 ml mins, La délerminatiim
o« bs dnsage de ["éthann] ot des acides gras velatils sont faits Ecalement par HPLC, avee
voe colpone échsmpeuse J'ions Amines 1HPX 8715 Ricrad bih. Le débil de |'éluun
[solutinn d'H:lSO: G6mb{) cat 32 0,40 ml min 1. La température du four cst de 65°C. Les
produlls ergamiques sont ideatifids pur vn spratromeire UV (LDC spetrumuniior 3100 &
210 am.

RESULTATS

Dénambrement des gernes - Len populstions miciobicnacs oaxics sost e quanccé va-
cigble selon log Schanullens. Au bout du 24 beures de fermemiation de van [rng, oo nole
une dinsimdion de Ta flore backiiomne wlale daos toas s Sehantillons 1 Tableau 1), Dans
i¢ mine tempy, on observe o développement rupids des levoees (Tubleau 13, b buisse du
pH cansdeulive & Ja feenatation dant favoralde & ces dagnitres.

Table I - pH, flores bactérienne gt levurienne totales
en début of uprds 24 heures de fermentadiun

8 Mt 74 hmuran
Totantcil o wA Ractary v Lot u ¥ Bactaviaw ) SRTES TS
1oy et aT ey antien P L S S TU YA NP
1t 2,5 233, 9, 5,5 2. £ 7.5
2t (" Vel 1.4 [ K G,
'J: 4,4 1.5 1,z i 2,33 6C. 0
4 1, 2,9 1.9 1.1 1,13 56,0
+* .3 ST FIN IS 4,1 v
£: 3.9 8,5 5.2 2€ 4,2 12,0
7 A4 1.3 eLn 1,6 1.2 Jin, 0
€, 4.2 51,3 Llw 2.E 35,2 7.6
s, 1.8 33, ¢ e 4,0 63,0 5.5
el 1.3 21,5 .z 1,5 49,1 e, d
1’ 3,1 a3 3.1 .7 31,4 3¢,
17 L. LT I 1,4 L] ], 6 LS

., ) 'Y
Zemm dorbin rime - Povag g ]

Identilication dez peones - 195 souchex ont é1¢ tsolées des Schupulions ds vin des pul
niers & hode de Ta 2one wibsine. Loz gormes suivants ont St identifids: Booillas xafuilly,
Bacillus sphraericus. Hocillus premitas, Corvnebaorerinm spp., Lactococcus lactis, Strep-
IoCn0cus spip- et Sceochtaroreyers cerevhine,

Les 16 souches dsoldez de vin de palme do (3 zone rwrale commprennent Tes micronrga-
sy coupres: Rocilier sabiilis. Conmebacreriam. Honseniaspora guilliermandii, Pren-
domonas fluorescens, Staplivloceaceus spp., Factocace lactiy, Sacchurongery corpvisiae,
Le tablesn 1l domne lo figuence des germes wolés. [ faut nower que les échantillons
darigines urlaiae el rurals reafenment pabiquement les medees hactéries avae les exoep-
tons suivantes: . sphaericns of 8. pumifuy sent présents untquement dans e vio nfoolté
en ville; Hoserdeavpora guitlennondii, Prewdioones flacreseens a'exisleal que dins Lo
baisson d'osigine rumle; los Zvmomonor ot les Lacrobacifivs sent ahsents des Eehantitlnng
d'arigines urthaine ef wwrale; deox types de Tevanes, Secchumronsrey corevisioe et Honye-
niaspora guillicrmondii, y soat peésents,

197
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198

Parm  Ice microorganismes sdentifiés, seuls pacisscnt importants pac Jeur  rihe
Tazencnxus Tuetis o8 Sacoharomyces cerevisive. 1a 1dle dex autres germes (Hactilus,
Corynebacrerium, Prescloraeas, Huneiopura) reste & préciser.

Table 11 - Microflore du vin de paime

Mambre dizolate

i ar 220 tamgg M R i Al Yin ZR
txcillvo oudcitia 15 .
Bue:i { Tem ephasyrious 1 ¢
Bwrsi Toee pud 2uc 11 £
Corryoubamt e % 2
Danverlanpore guillerrendis C I}
pemcdonongas flucrenceans C I
Smoararanyces cerevialae 13 ]
Lreonyiococcus CpD. [ 1
SLreptocoaous epD. gl [
Erxept. lackix evbep. diarecyvlacscis a6 13
Tetmi 135 26

ZU: 200w Urbains - LRy 2000 rLralo

Evolution du pH ¢t de Pocidité tatale - Lot valenrs de pH osool redativerment faibles of
restent pratiquement constantes (mains d'ure unild de varintion) ag cours de T ferniznte-
tion (Tabl. Ha). L'scidité totale augmente &palement 1ids failderl us cunics du {omps
(Tahl. 1Jib,

Les différentes valsuek du pH et de Uacidité confirment le cacactbre wigreld de la boisson.

Tabteau H1 - Evolutivn su cours de Ia fermentition du pH (@)
ot de 'ocidité totle (D) (moyenne et Seart-type)

a,
Tenpe ‘hourec! pH
f 4,42 12,52
3 3.2 12,33
2 4,.€ 12,313
3 9,06 3,135
12 4.0€ 19,39;
Turpe (aeures) Acidizd (g &lazide Lact.quefll)
3 S.If £1.3851
P 5,42 11,821
3 3,72 (1,749)
3 5,34 1.761
3 5,385 11,0000
) 5 b.42 11,.8¢01
' £ &,65 11,76
E & Rre4 11,751
E €95 11,70
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Fvolution des sucres réducteurs - Ta toacur on susres réductenrs (Tahl, [V} spparait
constunte pendant leg six premidres heures. Ao deld, on constute une Jimipution de lear
concentration,

Production de métubulites - Tax compostz organiqoes idenlifidx pendant 1a feimentation
sopt  esenticllement Tacide acétique, I'acide  isobutyrigue, 'wirde asovalériqus ot
1"élanol. A 'exeeption de Iscile jsovaldique dont e comeeninedion reste constante, Ja
tencur des uutnes prdoits angmence {Tablesu 1Y),

Tableau IV - Evplution des ooncentrutions (mayenas ot Seart-type)
de différents méaholites an cwurs de b feomentation

Taerepiak s P Am Aonds Etkannl L P
lagurez) xR igiem FEVIRI 2T Y (L ) icovalsrici= rédamtmin
¢ IS TP 73,5318, 860 [N TR R Rl 1,330 L Cohhon an]
K] 3,958,950 2 istE, 1R CLeBiC CE! LoRMVU, ) G, 5010 32h
3 [ RN S C.351C.261} [T L TR P I,3815.00 TP RS
4 3,5311, 560 oMM, 1L G,56 13,97 - 28 EH RO O, 3T18.02]
Lz S.untl, 811 G,610G, 23 I T 3.27¢¢, 351 3,006,018

DASCUSSION FT CONCLUSION

[a flore microbiznns du vie de palwicr 3 hoils (Elaels guincensiv) du Conya diffdee de
celle dunlres vins [7]. En ctfet, en cs qui cuncerns los Ievuies, ¥an Pes [4] fult éut o
plusicurs eapdots domt Saceharmnvers cevevisige. Dans notre élule, les espos 3léer
sant Succhormagens cerevisiae o Hansewaspora gradllermcondis, On semarque gusst ¢on
lew Yartéracz lactiques vomme Jes lactubacilles et los lenconesiovs sont whxents du vin
congoluis; 1ot Sommes Zymomonas souven! conshldsd warmme jonant mn 1Ole mmportani
siaon assenticl dans la production ds CC, ' éthanal, de potites quaniuds 3 acduldéhyde,
ot d'acides loctigue o acétique [13, 14, 15, 16, L'sbsenos de cex germes du vin congo.
Juix sezait compenscée par la prescaws de Sucalinraaices eerevizige ot de Laciocre e
g, cspdoes mon reknmvées dang d'auties vinsg de pulme |1, 4. 7, 17, 18], La pré&aeace de
Ladecoerns bacsis ayant un fasble pousuir seidiftmt par mapport aux lactobacilles eapli
querait pour unc part ks fwibles variations de pH ohscrvées, tandis yue Svecharonyces
cerevisiae wssueerinl, pur [a veic d'Entnor - Meyerhol - Panas, la fermentation
weuseslicgue.

1 faut enfin constater Vabeence de microorguntsis (el dertoburtec acerii solé pas
Orkufur {97 do vin nigéeica.

1.a microflore de vin de polme dilfre dons lacgement selon les répiuns,

L'exumxn do |"évolution de 1a Hlore bactérivans folade imlique, enntraicament sux résultats
de Okator [6], vne dwrsmdicn de cetlo-ci apels 24 houres Ces réamllidn poueraient
s expliyuer par s fait que cette microflore woil phis sl A Ta prdsense de 'alecol pro
duit par ks Tevures domt L'évolimtiun ext, par contre. la mme.

La constinie des lonems en sueres eédotteurs poodant Jes six prenndees haures ne peut
dtre qu'appacente. En tuit. il doit extsler un dguilibe permanent entre utifisation des
sucres pasr les microurganigmes of leur production & purtar de Phydralyse des wligrsaccha-
risdes el Te acchacase, Apids Ia sixeme homre, Teur crnsonsnation Uempotertit sur four
produstion.
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Ts vin de palme upparait comme un produit cn constante Lransformstim meHant en jeu
des fermentations mixtes avee les huctéries of fos levores,
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ASPECTS MICROBIOLOGIQUES ET BIOCHIMIQUES
DU ROUISSAGE DU MANIOC

N MATLONGA f"_, O, MAVOUNGOE 8, KELERE ™),
SO KORAWILA Y DL LOULSIgE =%

MICROBIOLOGICAL ANTY IS HEMITAL CHARACTERISTICN
OF CASSAVA RETTING

Sunmary

Several physinlozial sroups of mereerzsonisms, which dne prisanly Jeoie sord. sunylo

Tyt pnd potinelytic bactena aml yeers, ace imvolvel 31 the fonmentaiive procoss of

casnava roobs g watee, These proupe paiticipale i the organaiepiie peopertios of cetied
cassyvl tovts b tie producting of sthanal, Tactis, weetty, Butvas. seetic and propionis;
acids, the mun motsboliles presfuced dariag the process. NDunng fenvestalion, oissava
roats pH decrviees after 24 haues from 7 oo about -3 at The cod of proves, Dissotved oxy-
gen coneenitation shows a dastic drop feom 3.51 muec] e 0.4 within 12 hourz so the fer
rcntilion medium becomes gnacrolie. Amylulyaiz i3 vety vk doring the refting, lxe-
Jatedd anevlslyhie miceoosganismy melode Bavillus (B oeeewy, H. amviedigacfnsiens. B,
pepnivig): Batorohaciera (Alebriells spp, Encevobaecter spplt sad Baatre aond bacteria(f,
plantaeunt, Lagebacillay spp., Lactococsos spp ). Petinolyti: microoreanisms are Acti-
msmycetes and Streptococei. Cullured o cruaid weinm. lactic acisd hacterg tsnlated wre
rusestant ki free cvaide aba conceatratinn Wigher than 206 ppn

KEY WORDS Caseava Boes - Coanide Lo wend bucrin Aapeddphe bucleria Pastmgptae balecia,

INTTRODUCTHIN

Lo manios (Moasfes eycadensin Cratizd ost e brodazme alimeal asoas Jes tropngus, apres e
viz vt de miis du point de vie dez quemtites consamnwes. [ ¢st tne sennce ampactaote de
cilories var 1l rouvse 609 des hevoms calorifupes (ouemalicns des populations en Adrigos
Bnpiatle ¢t ot Amengue watrale [1). Lo Afriguee ventmle, gotammand g Congao, e s
moc eat tarmsommé provipslancnt seus forme Je facine {Foufout oo do pein de manioe
T hikwanguo).

Le o contient, dins e tabercules et fes fonlles, do cyamare pnesent aous fonm e
plocosides eyvinogdniqeas: b linamacioe et b fotausteaboe (200 Pour Chiemner Pacide
vviphydrique Bithat avx doses <de 05 2 15 g par Kilngiconse de pouds conpored et
rendre des tubereules propres & la cromemttion, Tos pupelations pratiguent une foamen
uhion traditionnelle, appolde naseape {3, 4 S Lo ontee. crlle termentating pernet uac
!“f?*d‘l*'li'm impastante Jucddes  orgimigues ot un remallisseicent dexr wboicubes,

L ebrentara o Bicoachanh gie . Daotitd dosr Sciamnzes, B F 63, Brsacille [C'(-ﬂ[aﬁ;.

**1 Lahoratone we Mrmohiokp ¢ Ce-mis DGRAST  ORSTOM | OP (XL, Brasensi’ bz (Tpego).
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T4

msdtspensable pous les operatons ultdicures de trunstormation.

Lxs canse lénstifues (n’ggn(;lq)tiquns' foslear, woxinie odene, 200t dépendent dis type Je
minwe. des comditons de roussage o dus robmeorganismes prdsents. La ndcessitd de
ialits e fex qwdhéﬁ Of'gsnola.'{rli:lum e heandnigues Ju esmioe roul passe dor fr oo
medlleure connaissiance du phéoomene de rouissige notamment ks dywamgss des popiala-
tions miurcobiennes.

Plosiewra travans oml £l¢ COLRACICR AUk mMICrouTaanismics ponr ror unpostance dans b
qualitds hygidniquer of orgascbepticpues duo marioo roud [, 7] Mo con travana donoent
peu ddicabiany saar évelution des principanx groupes micesbicons ampliques dims e
prsiewng Ju romissage.

Dianz anc Soudes ardeneure [8] nows avons curaitéasd o b bries ichigques o joontes Jeurs
Evalution sy cours du rouisrage dos @boirudes de manioe, Lo proent travail porte s
Uétnde de Udwndalion dug groupes sabvamiss Lovives, Tactéries pocinodvtgues =t amgioly.
bgues. Ldtude doe privcipans puramitics bichimugued (aeiden comques, aleanty or
phyzico-chiomigques (pHl, pOS @ 28 Gite pagalieiomant & b cametinsation de b micro
ine., Tnlin ooe déteomimsting de fo sensithilind ae cvunge des buzldeiea Dctgues a S
roulisee.

MATERITL LT METHODTS

Mutériel vép&ial - Les tubccoudes e vimgeg (Maniher eorubrntg var, Neansa) dois de |18
s provpenoent des plantdon: 3 Agri-Congo i Bruzzaville, Cing Julogrammes de 1o
hercules de pumios sont lavds i Pean du robinct, dpluchidy, coupds o nincenux ot plon-
i dang dos fot comienant 20 Hites dleny de prats. Tos (s sont placds & tempersture
ambriante {28 4 307C durae) & joues, Los préftcements poue fes imalvaes sont rdalios,
tootes Ios 24 Twarres pour Udtnde des mro-organismes o fes Composés orgimijues of
oules les 12 heres powr dus mesonss Ju pH, de b preeaon d'oxspene dissous of du Geas,
de sucres risdueteuss.

Anglyses miceobiotopiques - Dix omoromsux de fbenmles de manios en cours do
ronssaze sl prelevds au hacod «t decoupds on patits diz, Soixante grammes do cos pro-
tits dés sont hroyds o bemogénlisds duns 330 mb d'aan preplonde siénde b Vide d'un
Waring hlegulor. Deg dilutims décumudes on eav peplonde sont preéparies & partic e Catin
£ SPCREION,

Mifiewux ¢f couditions de culivee - Los milieus 2t coaditinns de cndre utilisés sont fes
sivants: - PCA (Plte Connt Agar pour la flare ordsoplule totale; calture i 30°C pondant
48-72 heures - Mdicu MRS oclosé a ptl 5.5 pour les hacténies Totques: ensermencemaent
en double courbe ¢t mcubation & 3107 pendant AR-T2 heuces - IP2, pll 6,77.6.8 pour T
hactéries amylolvtigues; epsemencement en surlice <t incubation a 289C pondan) 45-72
freurcss prur b mase ea Svideace s ponvels amyladvigus, oy Bostes sontl eaposdes i des
vapreuss J'jode pondant > & 10 minotes, Pactpved amylmlyln{nc s rdvClant par fu for-
mution d'uan hala satous o la colume - POA (Pididues Destrose Ayary a0aditid a pH 3.0
aven de Uacide tartrique i 10% ot addittnnd de chleranphénmuol 2 U.5% pour tu sélestion
der fovares ot des meisissures; enscuwacerment  €n sorface < incubatien a 307C pen-
dunt 72-120 heunss - MRS-sidon addiionnd de blew d'amihine & 2% poor les bactdnes
lactiques amylolytiques: aprie inculmlion 3 3070 pesdant 48-T2 houres, toutes Jes
colonics Tleurss, sanz activile suwnlastgue, puésentant une plags Chedredyse dlanudon
aprés exposition sux vipeurs diode sont comptdes - milien PEE [9) en boile de Peled pour
{es bactéries peclinofytiques: incshution & 3770 en adrobie e en anadmbie peadant 300

W
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Jours; Uhydrolese e ta poctiow se traduit par L préseoos dJe déprossions autour des
wolanicy. ' ‘

Dénnmbrement el idemification - 1es miceacrpanismes sont dinombrés apres culiure s

oo T encthade de Biles of Mism déents par Colbios el Lyoe [{G]: Lex wilicux soat cnse-
meneds gvee 0.1 ml des diffErentes dilutions & caison de tois boike: pour chayue dilution,
Le résultal worpssporm! 2 1a moveane des nombres de colomies déveluppéas {entn 10 01
300 colrmics ¢ halte.

Aprss deénombremeot, lex volsaies, pofiovdes @ ditflrents wemips, sont punlides #4 son-
pises gux sts physiologigoes of bochumguees QidehiNuation sedon Jon indthedes do-
oritex par Hlargon of af 1L Tondentiticatinn doe sonchos 4 pacte e cienilis de e
Peedw a2 cffomads selon o donndes de Lergey™s Magmd 1727 <00 Pasde des dhtfidrents
catulorues AFL Liadenthication des fovanes wat conduite selony fa olot Jo Bumast 11«
faxdder [14] B patis dea sacactinetupaes cultneadrs, morphuslogigues, susoclles. physiolo-
capieys el s capietés dlseimlation ot o feomeatsucn e sucess (gsleres AR 00
AUX).

Frde de ta sensibilité au cvunire dey souchey de baclisies brclignes isofiées - Six tvpus
de bictéries solées ont étd Studides: Lawoiaciiiug coprophilus, L. dvidwoeckii, L. fer
preenfirds. £ plansavam., Lecrotocowy iacriv, Loncopamtion gursenterondes. L rouches, one
vemencoes B ratsua de 510 hactérienial, scnt culbivies 3 307 sur bouillon MES qns
vitrte, vontenant des coneontiations cenissantes en exanuns do sodhon 40 250 5 100
200 400, 300, GO0 B0 o 1008 ppmi} «f du blew e hroaresthyienot & 0008 8. Lo pll du
miiben wd cgiste § 6,90 Trors b sant ubilisds par concentralion ¢t par souchs
hactineanc. Aprés 45 howres Jincuhibion, do crorssance des senchen esl nathe pour
chacune des aomoenteations o cvanoes, [a bactdric ost sensible lorsgue un o' obeerve
culture ni virage de Vindcateur.

Analrses physico-chimiyues e hiothimigues

Mesure du pli de Ueaue et des teheccules ea conrs de rowissage - i grammes do tubur-
cules de mumioc sue bnsyes i Uande d'ua Warting Blendor puia homapdndisés dans 90 mi
dlean peplonée stérile. |a suspeasion obtoaue est décande. La mesurs du ph de Fews «f
de la suspension ddcantie of! faite avor wn plt metre Consort sedon les procddis déerits
par Fleming er 2l [15].

Mesure de ln pression d'oxygine divions - 1 onyploe disseus ost messnd on plongsant
Uoxymetre dang 50 ml d'cau do rouizzage.

Doages de sucres ef d'acides arganigques - Ihx morcnux Je tobertulkes de npis en
cours tle rowmserge 2onl prélevés au haard ot dékioupés en putits dds, Quarante yrammncy
de ces petits dds somt placds dans 20 ml do H.S0, 0,000 M pas brovés & Pultraturax.
L'homogéncisat ainss obleny est conteitugd & 10 YOO teurs'mn pendant 10 ninotes. e
summayennd oxt (e suy Niee Millipeee (0,45 gin). Le filtaat oat centrifugd 3 15 000
toursnn, 20 gl du suwmagesnt sont alors analysés par HPLOC sclon fa médthode de
Moliceters ef af. [16], on utifteant Celonoe schangense d'ioms Amined HIPXE?TL 300
7% wom Bionad Co - Pomps: 1TDC andyteaal - Détectows: wéfraztomstic Phulipe PU 4026
poas les sucres of ket alecols spectrophotométees UV LD 310U ponr Jes acides orgs
niggues o neires ol - YVolume eats: 20 1) - Pluse wokaile, zedo anttfurigo 6 mM -
Dbt 0,40 mifmin Lemperature: b0 Solulions élaons des dhTérents produits,

e

L
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RESLLTATS
CurmaCostiges plvsicochinugues
pH - Ca abecove (R0, 1 wne Qownution rapide (dos a [20me hoeuret of smphctants du pil

e it b nmiv;s;*«: e PG 48 Dabaeaonvat Juopf T dos raones o panaree st ot

ausEr impostant, mas 800l un pon plas and Jicpanir de b J3koe heare)
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it tel Pute a0
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- 36 48
Temps (heures)
B olldeleau = pll des racines

Figure - Frolutinn do pH wn eomes de B Feomentation
Oxypine drssous - On conslate une disparsinmm ripide 2t eprtt tobale de Poay g st
done a teneur pasec, aprdz 12 hoewrers do 5,2 a 00 mgdl, Ultdricnroimeot 1o rouissage dos
tubortnles s ddenule enowilive avin une Labde teneur e oxvyine,

Caractéristiues biochimigues

PUAthano] o Jes avades Sroegne, avetige, propaonngue of bulyripue g0 b primapans

cornpnxads o pacig e slent s o conns o reassages (R 70
. kA <
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Los setdes Livtigue ef butyaique sonl quantitalivemweit los métaboiies fes plus sshondans. 77
Lasir conceatration sucmente pemdunt le rouissage. Lisctde bulyrique n'apparait qu'h por

tiv du Zéme jour. L'ucide propionique it & 1'éat de trices. La concentianen &' ucile mé-
ticpae augmen e 16gulitroment puspn’au Row jour of disuane cosiie.

Fn ¢e qui conotme ley sirness, on ohserve (Fig. 33 upe disparition sigribicative des suenes
fermentescibles, notsmsment 1o saccharose, Ces sucres sont veaisemblablemoent assimilds

ou fermentes. Te maltose of o maltotaose, produits de Phydrelyse de Uamilon, soat prg-

sents en trig fables quantitss, Ce Lol rodigue Ja faible seivate nmetolylique du romssage

RIS NS TS EUTE AN S

b Iz 3 -4 ¢

Fopger Faasas

- LY TR TR D {7 .36 & R Wa ld”] :'dﬂ.'::*.‘ % tdaltveriee

Figure 3 - Fyalution des concentrutions de sucres

Analyses micrghiologiques

Dénomhrement de §a microllore - Los clatdtats relaofs 3 o miciotlime totzle, aux I

vares aingi gu'aux bactéries lactues, amylolytiques et poectinoly ligues sont présantds <ur
Jes figures 4 ¢4 5.

La macroflore armvlolytique cst présents pendaot tout e 1ouissace. Son aromentativn e«
iz rapide les deux premuers juurs. T densite maximale (107 bacténesiy de tinesy cat
ohservde fo dinwe joar. Te pombic Sevé Je Cuy bucténey pose e problime de impontanuse
de Vamylodvse pendant lo roussage

La présence des buckénes pectinolytiqoes auzsi bicn adrobies guanierehios et trds
sipgneficalive en oo qu'clles contnbuernti=nt s rasnolitsciuent dos tubercules e mumine,
Les bucténes pectinal vtiques. astebizs dizpaiaissont apros be trosieme o, alors gqoe lea
hatdries pectinolvtiques anafrobies sonl présentes pendant out fe roctssages. Leur
crassance compwend une phase cxporenliclle dursof fes tenis promicrs jours ¢ uae phiass
acni-stationna: Jos jours smivints.

L'évolution et Paboumlance des bactines lactiques délimes s consy de la prdsente cxpén-
meglation sual eo seemd avee nos résullats antdrieues [8).

[as moisissurcz soal présentey sappiemtent les Inois premicrs joatrs ot clics suail peu abon-
duntes, Leg leviores sont dénombades s fo manioo ¢o rouszage i parchic da 2o jeur.
[eur pepolation ne devieat impurtante it ke fin du reuisaaes.

Caractérisation des microenyadismes Quatre-singl-quatorzs souches 3 bacldnes
montrant une aclivite amylasigne n Ol par des zones dbydeolvae sur milieu crerleccnt
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Figure 3 - Frolutive doe la microflore Jactique i coury dis ronissage

<o amidon, ol dle wenthidez: - 2 sand der bactenes Jactiques don? 400 plonciear, G
Losgraaciilan <pp. ol & Lodtococdis spp. - 5 sl des Hacillos Somt 10 M crve, 138
waviofigudfovieas, 16 A pedweveg - % dis sl laties aver & Alekandia spyr el
Eriserehneder SPP. .

L'étode Je 167 sovches dy facténne pachinodyhiques welées ad cours e £ hotes do
rottheaze. 4 partin dioonflien de cultore PP o Gouble couche a ponmis d'identifier 73
Achnomyoctes ! Sepepieen Citn spp

Ls levures pppartionneat & Despis Sacofadontioes coravisle ot au sones Cuenevdo. 11 et
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Hésistonce dex bactéres lactGanes an cyanuee - Les révulials nblenws simt céaumds dans
It tablcau 1. Los bucténes Lictigues polées ont une remarquable capacitd 4 resister 4 de
fortes conventralions de cyane libie, Par ordre crotssint de resisbinge, on nnte oospoecti-
vostent: Lacrtobaciliuy coprogiilas {2000 ppan), Tactobacillas delprweckii (28 ppm),
Lactobacilius feenreraun (300 ppm), Leuconostoc imesenieroidey (SO ppey, Loctolvicillie
sluatirios {600 ppm) ot Laoouc oy iy {800 ppym .

Tableau - Sensibilité au cyanure dox sooches de bacd éries nclagpws

MiCTOOrganI aran tantan Corgenthrakion maxintale talarna {ppe)

Larraba -y biee aoerorde] e “n
faarrnoobaol s aie delnruecXi]

P T IY O S T T P TR LT

PO A MuT iRl Tl elnd 14 '.‘CZ"ﬁ:"i"‘"‘- S
PR b e T ] S T T [N
seerrtmzinzentam s Lok nrt
Ao -
DISCLUSSION

La fwble Lemreur on oxygrue disond L o, obteng diz= ey prennccss oumes, aesilee
que le routssape des oberoules de manio? immengcs vt wn phénomane animrahie comime
Uent gl Onymkkwers ¢ al. (0], Con conditions pomicttent ke ddveieppement des pu
cronrganismes mivro-adrophiles dépourvas Je chiaipe sepirgnie wsmie bos Tactérics
Lectiyses gqun constauent b ore mapeitaioe ainzi gue noud Pevons mentnd Jdans une pré
védenty dude [§].

La peésence de sucres fermentescithles (saculiuros:, glocase, frsctosey sst sigmitficative,
Tlle pernnt, comme Pindiquent Dacschel er ¢l [17], la multiplication des dilfenentes po-
pulaticns nucroblennes, <o pirticiher Ja Mse Twctigoe, gui par Ta production dacides or-
vanmpes cotnme Pacide lactique ost rezponsable de Ja shmnution du pll observés av
eonars du eonissage. Cette duninution @ en secocd mve bes resalbas ohtenus par Oxevole
rf wl. 1141,

1o ¢hannd, produit principalomeat par lee Jevurms ¢t tos halénies Barliques béldralatnen-
tawres, Contribue, a cole dautres compeosds volatils, i a $heveur da produit Binal [ 19].
Toappaeiion de Vacude Jatyrigue 3 patic du deoxitme jour coincide aver Je débnl do ra
molliggement des tubercules &e muntoc. Hozoratt respensible de Ly Haveur cunatéristique
du produil, Si prslsbon pent provenin soil J'use feanoatation clestridienns butefigue,
soit d'ane foemaentation due anx Jevurss. Colls deriere typothése semble L plus protitile
cur e Closteidios se développent sond cn sben acide. Tes levures, souvent assovides aux
hactlics lactigues {19, 200 21, 22, cal. pac contee, un métaholisme tmporint en anudin-
hize ¢k & pll acide ¢t Jeor appamtios o cours e notre Chude cofneide avee Vapparition de
Pacide bulyeique. Blles joaent done un réle indéniable dans ey caraciéngtigues organs
leptigues du produn fronf 1234,

es mobsissares oo s diveloppenent gao Los trens peemicrs jours of dispacargzent. La di-
minution du pH & 4 ot de la pression d oxysine dissous 3 U,0 mgdl, au coums duoroais
sire, conslitte des consditivos stefivoribles i lour ddveluppernnt [26]L

La muerotlore amwlolytique cat quantitativement abondwnte mats ¢1c nhydrelyse qoe e
peu Pemidon comme Piodquent e ke Gibles guantitds de omllose ot maltatine:.
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NICROBIILOGIE - ALHAENLY  NUTTRITION
I, Vol J4 245 152

F'TUDE MICROBIOLOGIQUE ET BIOCHIMIQUE
DE LA BOUILLIE DE MAIS. "POTO-POTO"

D, LOUEMBE ™%, A, RRAUMAN U F, TCHICAYA ™, 5.0 KORAWILA {9

MICROBIOLOGTOAT, AND BIOCHEMICAT, STUDLES
OF THE MAILZYE PORRDIGE "POTG-POTON

Summiisey

Sour corcal porridye mudvey haz three miger phuses: soaking of groniss grioding: dozan-
wtion. Physico-chemical. nucrobs)ogival and brochemuoul porsmestons indicate that the
strking stape must be oomaidercd as a preformensahion stage: slow acidilication osf yranis,
weak vopventralion of lactic bacterin and reduced rute of production of lactate. Decusta-
ton is the read fermentation stage of the provess: Mgh coacentragon of factic loacters
(101 bucterial 100 g dey weighty, rapid aciditication (pl 3,5 in loss than 10 haurs,
viry baw oxvgen pressure and a high production of moetabolites such ax faclate (39]
m2 L0 ¢y wentty. Amylolyais vheerved during termeotation s not Rizniticant. fnnl
poxluct. the poradge, ts very s2id duc to the prevence of npanic aadz. Ths acidity inhi-
bit the develupment of enterobicteria.

KEY WORDS: Mair: - Larne aaid busteria - Arnybhodybe baciena Amylolrms - Fleassd - bactic tcetle and

I TR DI

INTROGDIUCTION

i Arngue, L mals (e e cst transtarms eg plesivws produits parny fesipied: b pite
fermentde. Ohtenue sclon Ul provdds eatrémwaunt Tong ot tastichens [110 cettc pite st
appelde *ou® ou "akamu” au Kenva [2], Togi” au Nigena [ “koke” ou Takasu” au
Ghana (4], "mabewu” o Atvigue du Swd [S] ot "pota-poto” us Conges i il est wilisé
particulibresment pour la premralion des bouillies de seveaee (475 de 13 popululion e
2306s rurales ot TR % 4 Brazzaville] 161,

Madpre de aombresses dwudes prntant sur la nucroflore, te produits organigques lihéres
ainss que Loz possihititds d'amélioration |11, oe praduit pese tenpours de aombaeux pro-
blemes: gualités arganpdepliques I vuciables [T, 8, 915 valeur nutrilionncllc tres pauves
[6]; encombrement digestif, factour étivlogrioe de nudnulation chez ey jeunzy mfurts
110]; prévence dans plukicues cax G ape meroflore de contuounalion.

Daos Te présert travatl. notes ohypectif est de détemunaer Jes pringipales ctapes de la fer-
mealation, linkideme sédle do ccllecr sur ks qualitd mizrebintogique du produit e

-

i* Labhoooire de PEoposlhodape of Hmicchrvh:@‘n Atz maa, Fasad dos Noiamees, BT 3028 | Rocecgn,
Rracersil's {lmprg.
0= Lahrateire G M D i apre Ut ooz DGRET - GRETOM, R P ISE, Beorzav' e DCungs)

bl

o
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Umportance de b dépradition de jamnidon au cnurs Ju processys [ermamtace, 1a
vonnaissunive polewse se Povelunon dues mécamsanes microbiclogignes et hiochismujses Jee
Precessos s démmlan pumiant 12 produnchion du polo-gotn poteait pesmeline de propuses
ches solutan < sumples . applicable: i Péchelle smtisanale. pour Uélabosation d'on produit ¢e
msllevre quatitd, )

Niws avons done Studid Fa cindtiqoe des paramit ez micrubiologiques (bactérizs Lictigues,
entérobuctdrics, tucidncs amylolytiques, levurez), hiochimiques (sucees, wlovols, aciles
organiques) et phyzico chindguey (pIT, pOa. température, malibre Rahe) pondant L pro-
ductsen du patn,

NMATERICTS ET METHODES

Mutéred vipdtal - 8 osl constiting e vrains o reas soly (vosndnd hlamebey provepnt de
macshies de Brazz e,

Prépuration du “poto-potn” - e procide e pdparatae du potapate par Yatedicr o
prostuction etent prus Rotee “tade ot repedaents suy la figuee B {2 promiene Stape de b
fubrercation ainsixte & Wwemper e grans do muats dans Vegu perdant 21 beuwes, A G do
tremiperye, bos prams doe mals oot sonl hrovés an moaling La fecine ohtemoe ost aidfy-
b par tumrssye 4 eun i travers un Lissy on moensseline. Le ait d'amiihsn ot recusilli vt
diécanl= peadant 15 henres, Apeis déennbaien, fa pite obtertoe o8 mise dans un sac en
Jonle e seumise b un deouttags pendant Hents TUNLICE,

lirmaad Am raio Jean
+
Hranagdl 3 Timen 2.0 =nhinel pondant. J1 heoareaa
£33 LE5 Wa T4 4
+
Byrsprge . mxilin
‘*
Yatrizag umride
+
Tt iorage a4 IaU 0 Leauslr v LieRl osiean’ Lo
-
Cucanesdino pondny 03 acures
E)
Teprent Lage % ClMweasw Zn £ ome, Lodle
+

HAaru-Rotsn
Figure 1 - Proeédd de fubacation du Peta-Poty

1. étude dex dittérents paramictees de Lo fermwentation du mids est réalisée i chague clipe e
Ia production (erainsg farine humide; tat d'amiden en Jicantanon). Ta codiliction dos
achantillons est la suivunte:

G 1 Graing sees au moinert Jn tiempage - G 70 Gratos apwcs 7 heures de teempags: - G
19: Graias upres 11 houres de ticmpuge - G 21 Grains apres 21 haares de tempage
F.H.: P humide apods brovage des grams T 0L Pale Jéfibrée au mument de Lo Je-
cuntation - P 57 Pile défibrés apatz 3 Reures de décantalion - P LW Jile difibsce apis 10
howres de kzamation - 7 1530 Pate dalihede spriss 13 hoettres de dédeantstaon.

Lismalyss de chacun de fchamtilioms sl mépdtle toots foi-



Analyses physico-chimiques el iochiomignes

Matitre stche - Chague cohantithon est pesé aovant '2tes nus b 1'étuve i 105<C. Aprics 45
hearcs, ils wnt retirés ©f peses.

Mesure du pH Vingt grummes d'¢chantillon en sspension dans 120 ml J'eau distiliée
sone broyds a Uasde d'un Waring blendor. Le Teavat aimsi obtepu esl filiré sur papser fittre
Whatman CGFYAL Le volmme du Hirsd peencills 2ot ajusté & 200 ml avec do Ueinn distillse.
La mesure du pll est rdalises selon b procesdes o= pas Flerping er al, 1]

Mosaen de fy lempéraiaey - Elin el elalisee wvoe un theanomitne 3 pownte *Guick Nivao,
Toas Block ™.

Mesure e (o pressinn dlocvpire dissous - Loxvyzoe dissaz oot ditboranae i Vaide J'os
oxvanctee (epe Uxy 91 WA de W, Guromany )

Losuge des sucres, des acides gras wolatils et dex alcools - Quarantc grammes
d'ichannllon & snatyser sont brovés en préscnve de 20 ml A wne soluton de H2804 0,006
M oun Wanug boendor, Tohomogdndisat pnsi obtenu g5t centrifugd 8 U 000 tamdon
pendane 80 munutes. [o surmapaant exl Glod see membsine Miﬁlp::vrrf (0,45 gm). Des -
lstiurs de mélanges de wilutions de rétérenes d'ackles orgamiynes. datvonls of de sucres
(14 0.8 gD scat traitdes de b mdme manicre que les échantillons, 20 al do sornageant
sont wori wnalyads par chromatnemphie liquide leute porlivamance (HPLC theimo
Scparghion Prodsct) scton le méthode de MreFeeters o1 @l |16] dans les condilions
sgvanecs; Colonne schangenne d'iony Aminex HPX-E71L 2000 7.8 wun, Bierad Co
Pompe 1 DC anulytical - Delecteurs: réliactometre Plubips PU 026 pour lev sucrss 1 Tex
alconts ot spevhophosopwtre LV T.DC 3100 pour ley acides organigues - Phase molnlc:
avtde sotfurigue & wiMl déppsg ot Bird 3 tavers vne mewbrane Millipors 0,45 um
Déhi: 0,40 mbfmin - Tempiritors du fuar: 65°C - Salufions de rélérence pour
Pidentficsion des difidrome winmposdys {sucrey, arules organiques o wloools).

Anatvses mrceshiologigues

Moire ctnde @ pronié suy Tes entdrubucténm, wdicatiess de ly gralit hygeniquoe des difke-
rontey elapes de prf paration, lex haclines loclques, ks hactéries anglolytagques, foe -
vpres ot ks moisissures do fat e Lour impaortance dims les procesas de fermeatatiom.

Préparation des échaatilions - Svisante grommes de produit # analyser sent broyds «f hi-
rmogiadeas dans 240 b d'en poptondée stérile i Vaide J'un Waring blendor, Des dilu
tiong désimales o cau peptinds sont prépdroes A partir de cotte sospension.

Miticas of conditions de cufture Les milizua ot combivions de cultwre utilinds sont fex
snivants: - PCA (Plale Count Agar) pour la tlare mésophile folule;, culture 2 30°C pen-
dant 45 72 heveer - Milisn MRS gélosd, pH 5.5 ponr les hacténes Ttiques: ereicnie-
ment e double couchie @ incubulion A 307 C peadunt JR-72 heres ~ NAA (Nutrient agar
arndon seluble, Sigmap ptl 6, 7-6.8 ponr Tos barldnics amylolyogques; ensemendernsont ¢n
surtace 4 Pade de billes de varss ot ncobating & MI°C pendant 48-72 hewsesg pl.:mr la
mise ¢n Fvidence Ao pouvorr amylotylojue, fes boites Qe Pelrt snat oxpasfes & dey vapeors
d’'nale pendant 3 2 U morubcs, Pactivied umypladytiqoe se cévélant par Jo formation o on
halo auteur de ta coloaic PTRA (Patatess Dextrose Agary aciditsé i pH 3.3 avee de

(o33
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Pacide tactrique 3 10% et additionad de chlormmphidaico) i (3% pour Lo -sélection dex 12
vurss el des motsissures; enzemencement on surtace & incubating 2 30° (7 pundant 72-1740
hourms - MRS-amidun awdditionne de bles J'untline 8 2% pour les buctdrics lactiques
amylolvtiques; apres wncubating & 30¥C peadant 48-72 heues, tautes Jes colunies hluoey,
zans activité catalasiqoe, présentant une plige d'hydrolyse d'npudon uprés exposition aux
vapeurs 4 lode sont compeées - EM B (Gélnse docine ew de mdthylbue) pour Jeos eptdru
bactérivs, cultune & 1770 pegulant 24 <4 Beures en undrobiose,

fMnonmbieernent - Les difftrents mucroorgaisoes Studiés sont dénombrds apste cultane
sclon Ja méthode de Miles of MMista ddorite par Collins ot Tyne [12F Jes holles o Potrt
sonl efemencies wvee 4,1 md des ditférentes dilutions on rabson de b hotes pous
chagque difution. Te rsultd cormespund 3 Ja movenne des nombres Co colonics comptics
sur chague bolits (catee 10 et 100 cnlowias).

RESULTATS
Lvolution des paramitees physico-oldmigques
pH - A cours o teayage (Mg, 2, Te pIT buesse forfeinents o pusse de 7.6 & 4.4, Apris
defibrage 2 I'sau couramte, 1 romonts & 6,4, Peadant s dbcantation, um phwerve uns oou
velle dimution Ubs rapide du plt i 3.5,
Oxygene dissous - 13 p0, présente s memes vudauons (fig. 2): elle passe de 5.4 mgd 4

2 my'l peodant e teempage. Elle remonte & 5,4 meT wo vines du defibrige of sz b
nouvoau & 11 medd 3 b B el T docaneiion.

RpH
EpCZ fmgs)

> R v i g B

e By ot b i e i i e b

-

O = N O U1 O N

Gla G21 FH PO PS5 P10 P15 |emps {neures)
Figure 2 - pH et pO; au cours de lu fubrieation

8
“

Tempérariere - Elle ioste relutivemarnt stable au cours dp teempagze (23YCr et du 1y dican-
ation (27°C). La ditférance de températiue ahserves enlre ces daux Slapes pouseait tia-
duire une différenay duny ) orvenn d'uctivité foementaire. A Péape du baoyage, wovaleur
s élive & $6,5°C (Fig. 3. i
Mutitre sbche - La transtormation du mais en pite » scvompazoe d'one porte do ol
soche (fiy. 4). Sa waleur puzee de 56 3 63 % pendant le trompage ef de 637% & 417 apls
brovage, défibrage ct dleantation.
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30 87 14 G2 fe B PS 210 F15 Tempihaurasy
Figuce 3 - Température vy cours de Ia fabrication

GG O S'a G FH4 Pr PS Pic prg MRS hracer]
Figure 4 - Taux de matidre sdche o cours de Ja fabocation

Evolution des caractéristiques biochimicues

Acides organiguey - Le lactats constitue Jo produit le phue important de L fermentation
<618 des acides avétiyue et propionique (fig. 5).

€1
3
2
TS o p
T ¢
g 3 - 9 actaty
s 404 4 .,
< i o Achlats
X — !
< 3C+ MPyopizriute
]
g oo Waes
> !
:_! 3 )
T 1o
3 C
[

G2 G7 G14 G2t FH M #5350 pan Tampeiheares
Figure § - Taux dc compusés organiques

Sucres et alevols - Tes conoentiations on fructose o glecose diminuent fasblement au
cours de la promidse &ape (tremprge). Pendant la décantation, tout I fruclose ex!
sonsommé ol le glurows rests Te senl sucee préscat, bien goensquantité fiuible (fig. 6).

Les wonuenbrstinnz des pelyosides intermédiaires (mallopentiss, maltohexose, maliohep-
tee, mzltotriose, maltoscl, caraciénstyue: Je la dégration de Iamidoo sont farbles. On
e retruuve plus de smallise ni de maltotciose dans la pate en Séusmtation (Hig. T
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Figare 6 - Concentration du plucose of du Fructose
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1.8 s razs
w f,U“‘ Ot nntr aar
g, 1.44 BN arohesisn
212 Brtarohertnza
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[ 14
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GO GP G4 G20 FH PG P& PIC P1y PR iheuan)
Fipure 7 - Evolutinn do concentrations de glucides au cours de b fubrication
L &hannl cst I seul aleool idenudié (fig. 53 Sa tencue augments au cours du proccasus,

Evolution des paramitres microbiologiques

L'évolutien dJey pnocipaun proupes de mucrporganiEmes  carucléness i cours  dd
processin de fermentation est représentde s les fgues S w1 9.

W clignes

oo

FIF rearobanterirs

Lr ntre da bactéreshns

taTmnARheL S

(i GY G4 G FH PGPS P10 275
Figure 8 - Conceatration des buciérie luctigues ot entérobactéris
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Fipure 9 - Concentrodion des levures vl smsisissures

Bactéries lactigues - Lour conzentialion ost de 4.6 105 Dact/p P& an mvsment by 1o
P Cetiw ;‘-"rpui;mxm O rTee b Prngm<-¢i'.’r‘nwr1l auoseruen by welle pluzee, s vadous
maxirale ost de 2.5, 10F bact.ey PS &2 G211 (grains 8¢ mady srempes perubant 71 bt
Praralart T2laper de Bravage, on obeerve une foste donhmation de cstte pvpralsion
(21105 PS

Pemdant la décmtafion, [augmentation e b popalation fuotigue en? s st
I LI Tact.’g PR [lévadution de la gquantikd des hactSoies lactiques oat oe accoed aves
'acudificanon du milicu ot la diminnoen de L pression 3°C (g, 25

Entérobactfrics - Lenr évoletisa st continire 3 celle des backfmey bartigims i aieies ¢
trempigs, wprks uie augmenlaton mpide (de 10,5 39 7,107 kact.ig PS), leur niashee dd-
eroft jusqu'h 1,2, 10 bt Ty PR e augmenlation de la popalaion est obscevis waste
apeds brovage. Pondant la décantaen. catte population dmnate sves la basse du pH b,
33 ot avgmcotation du nombre dos bastéeics lashques,

Levures et moisissures - Leoe nombre 2o moment du tremapage o5t respestivement de 107
ot 10° pa g FS. Cette microflors dintrius progressivement o dispaeet dans s Sering Lo
mde (FHY. Elle cfapparuit gu couni de lu décantation. Les levures devienneal ubonduntus

ditny fa pate aprks S beures de décantation (FF5) o dSoroissent enyuile tambis que les nua

sissures disparizsent ulténeucsment.
Flare amylnlytigue - Flle et ks bmpostiade apres 7 heeres e tresnpnage des grooos (G
mats déecolt au cours du tespage (5, £.10% 2 L9 107 bact.dg P9 Peodunt b divantas

tion, Jeur nombre. dlevé au départ (PO dimtinue également pac la stite 13,197 4 5. 4 1)°
hact Ty PSL

g

| hire de haciarios g PS

GO0 GF ©14 GZY FH P3PS PO F1G DRSO
Figure 14 Concerdration dus microurpanisancs wny luby ligues

)

‘
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DISCUSSHON

Thu protnt de vie phvisea <:hi|:xiq11'c, L transRormatnon Jo ad- en poto- poto s faut dans un
cnvimomnomal avide IpH 3,58 Une mdne catactérmtygus de e praedde est Minsallation
bres rapide de condifiony ansfrobies, ducs probublement il cnnsommition de I'oaygine
therosns dans Lean par fa mivestlare spiptiete. L astauration de conditions | anadrolyose
et d'aodile et un pansoitic impottant poer womprendrs Pévoloton des populadions mi-
crohwemmes. Poradlvees, ves conditiens aui sont pasiiculicrement plas munudes durant Jo
décantanion tradurant wor actisitd fFoncataire plus intonse Jors do oo atache Co Bt ox0 di
probeblenent 4 one podlvurs awoessihipte Jdu o sphetrat 3 la mendlore A laosuite du
brrsyave.

bes temperatures cheoness au aedes dp tranpage (2070 ot de b ddeuntatin (277
cemfitment b diffieones d activisd mcrabionns entie los deos phasis, La dispaction si-
sifwstres des succos dmmllose, guovme, rstoser o aocoraliime, comme Vindigoem
Dracachel e af ML a b sraltiplestion des mocreoccanismes.

Lew uunatitée de polyassdes noonmddunrss, quoigue teas Fathls, inbiguen vae ooctuine
activied amylolytique Cette ecadalion qut pe paralt pes &tre segaihutive, comme 1o
canfirment fok resuliaty obienus por Mbugua (3], rosle copondunt sufbisante pour Ja bt

mban des sacges, cunsdituant, sslon Obcoy Grang of Aoworrye JI3) Jes substeats de T
crapsance dos mirnsor ganizmes. :

.2 nombre fres Clovd des hactines Tactigques wo couss de Ja dfcantatien mantie gu’elles
constpnuees 1a Hors domindnte «t haportaide Jda processis: Dea obwesvalions sumpbiines ont
et Sxalomwnt cuppoglios par Chlunts [15) Lévalution des buctedrics lacliques tradog Ja
ditfirence J'acovild s cours des deux phase. 15 potdomieance s lacbide of dardiale
pradant Ly decanlanion confome Sgnfemant Poxistenee dos deux phasce,

Contrmgrmwnt & o o indigoant cetains wetzaes 160 U710 b Tevures ne semblent pas ee-
preenter vne o priponderante dans b2 procossoy, mats leur il coste wmportant puur
Vardme et Lo gl du prodmt | 34

Le penduit Bl (pote putis) est tres acide du twl d= e présence dacides mganigques. La
concenindinn tros devde dos huudénes lactiques #st on aovon] aves impottante actidns g
eut responsahle de ahibion Ju développement de b flore inddsimlide tol que les cotém

Tacténes. Flle podserve done et aliment e I contaminaltin microtienn=. Tos travius do
Aktncele {3], de Okator 116], de Mensah {13] et de Adams [19], quu montient oe
Vaciditd de T pate dhmine ks bicl#nes pathoypencs comme les catlrobicténns, sonl en
avcund aver fos sénadtars obtenus. Mbugu o af. onl égalancat mootte que les sofifennes,
tres abombints durant = 23 poenveres bictoes s Fnentaton, dispariseent pac la sunte.
Loy Jartolaetlles, deveous dopeirants, produinent suflpansneat dacide qui entrave
multiplivation des coliforgwes. A
La cdapparition dus culifnrmes observe o5t e resultat de seummtanunabons provemim! des
mauvaises condilions dhygiere dus ateliers, dos instomments de fravadl o enfin, dvs ma
mputarcors, comme ke wgnade Rowloet [2L]

1a perte unpoctame de m@tidre pounait foe 4 Pinsgine de b dininution des élément» nu-
tratrf ot eapltquenit on partio T pauvrele du pose poks v protéines var Jex envelopges on
los tegnenes sioly en protéines vol Sl retices [9].
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e .‘"lﬁh"lufuf .4",’!{5';'3\‘-,\'[ STRETTON 53
FE I A SURPS I & 3

EVOLUTION DE LA TENEUR EN COMPOSLES CYANES
DES TUBERCULES DE MANIOC AU COURS DU ROUISSAGE -
ACTIVITE LINAMARASIQUE DE BACTERIES LACTIQUES

D. LOCEMIE "7, AL MALONGA 7, 5.0 KOBAWILA U8 (0 MAYOIINGOT, Y

CYANIDE CONTENT OF CASSAVA TURAHI TIIING RISTTING
PANAMARASIC ATV ITY OF LACTIC ACHD BACTERIA

Sunnmiry

Cisarey tubwers Teadtisonal retting 1 oftcieat 1a tubars detoxificsting ainze the ovunide

conrtent i rediel ’tvy stnvre Than 14

Dunng retting, pH uad disselved oxygon prasswie of water drop vapiky, respectively

from 2.2 to 4.6 awml froms S04 0 GUY mydl However, pH of the uthers falls Jess apidiy
prohihly bocauss of therr butfer cffect.

Theae physivoshermizad aomdilions wrid goltening of wbers whar:h facilitates thae vzl

berween the Loamarase and the cypaopanic glucisades sermt anctispensitbls tor the detox-

ficatvn which 1 whnle the 4th day.

Linamunn dessecniion will he schondionate o} enzeme and pHoctfects Inog $irse ow i is

dee o epevielic activity amd subsogueeatly by acudie conditions.

KEY-WORDS: Lych: noad mecizzy Lnistarese Osarampenie shiedacher < Cinpatain - Redimg - Can<avi

INTRODUCTION

Les tubedes de manioe cunalituent dnas les pays tropreany un sdiment dnecgalizue e
tase 1] Mais ils contivnnent dus evarag bacosides {2], principademant la linamarine «t la
Jstawsruling [3] done un rapport de 937 |41 Ces vamposds cyumgdnigins possedent un
wolE armes el sont msponschles e Jy woaicied des subzrctlzs non 1euis |5, 6).

Pour fliminer cos campmu cyanogdnuies, les popuihion: dy Conge, par uns expinonee
sccummlée depuis disr temps Uss andiens, ont ceemirs & L peatipoe g potssage dans
l'cat. Celle diommalion se fenit par cupsessinn des Cvanogiuchsides on cvammhrdiine v
vyitene Dihze [F] Cette pratagpse peomet, en outie, b ramellissament des pacines [B] of s
production de composlis nonveass qui donnent su priuat fini ses caracténstiques orga-
nohegeigues {97

Prus poaany anthorer la geG:te des produits fints ot envisager un hraitement contritlé
des whercules, i} ext appary téecrsare do détenmoer efleacild e cos technigiies ances-
rales dans by réduction de Lo teneur Sox compisés evancs, J'éhbhin les catuctanligines
physice-chimgues da proscossas o de préviser les méuanismes s on ot

v Fuoalid ges Sverees, balamuivinr of Mosbiloge of Bistachoobogie A mentsires. B P, 30T Bacange,

Browellle (00020
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Si baancoy: d'2ador ant 20 consav=iaes 2 s eshinagie o ponssugs (9, 10, 1] ot au
phenmrene de ramadipeismen: |20 11 12, ke compydhension de by détnaication reste on-
COE T COMIGyorste ot 2400 craviusion e itive 1o lalive i mrecii-me e déloxia-
fine ne pent flee melznoe L3, L5, 100

Dans Ie prieent trweal, cowes weors Sadid Cevoletion du pll, de L prassin d'egyotne.
e Pindies de penctromdine Do wiseraules domaimee et de b bvteor snoovanumes by
a cours Ju rouinsiye wlitiees] pooy bader G Jimre ez ovlaanemes do dlesizatineg,
Nows avors, par zdlows, Qiteerone baovagaridd dey basiéries lnhigues & peodaice fa

B e,
MATERIEL EUMETHODES

Matdrivl séiid - 0 ot comaing de e mudes e menec S3enhiod ervadeaa. vt bl

rrovenant Cor slamatioms O Aee-Conge sthcdes 04 Kot pend

Jo Enczawidhe, Ok oaranene e thenoles ~ont suveds o esd Qo ooobsinst ar ophn b

Incabation ot ped@venrents Lo toburoies seal placds pendent ¥ paas Jooe des 1
sentedant 20 Hoces Lo do puits o fsiesnane ambiante (28 - 127000 Les pdlivennnts
ol rethisdn darint T rogiggage toutes foe L2 heuzos proae Ta deternunabion sles lidrents
parsimsires, ’

Détermination du pli - Soisants sraosseesde toheniies de manies o0 feamientanion ot
browds an Waring Sderslor pins hoemopindsdés dany 130 ml dlean disillde sénle. Lo
hrievat et Loazd st papiof filbie Whabinon GFra0de § omde dismistee, Le pH du oiliat o0t
mecsted et wi pbberod bee sl AR, Lo ditorminostea du pH o Puanr doe vaiiige
eut rraitsie i pranr dua Jokantilloe de 0 ed seloe bed madnees conditions,

Détermiastion de b pression o' ovspéoe dissous (POy) La teocur 2a nxyoine dissoos
et slétsrnpnds o et de & mlb dieou o otieape Pavcde e I'm;;.'m{:!m tvpe Oxye L
WU, Gormany;.

Ditermimition des B3ux de compnsts crands - Les o Jo linaracinge, dox syaabyvdres
#t e ceanuros hbosg sont diterminds sanand ke mebuonle de Coohe 115] mod s pon
Giraud o ol [0

Délermingtion du ranollissement- Ldta de nnmillissenneal ent appedord pac pladon-
e, Lo pdidiomd e wiidisé et iz gy PRNO IO Beddin, Lo prtovnde sxpenmental
rtnplonyd est vofun dlonm par Ampe er ol 13,

Tsoletuunt of identificton des bactértes Liehgues ivactivitd uamarasigue

Prépucuiion de la suspension-ntire - DX cosvanus de fabenoules de maaioae on conrs de
divanee sonl prodeves i fneimd o doceips on potis Coso Soante greopsnes Ce ok T
tx dis sent provis of bomnedindids duns S35 mb d'eau peptoads stfeile i Parde dun
Waring blendor, Dies dhibdions décimmles on <ot pastonos somt ped pardes & partr So oot
sugpemsion o (01 md de ces dilidicns o8 ersemened sur fos ditféeeats miilians de vnliors
st bnsites e Peir & r:u:-:{m da ticis boltes pa dilation. )

Milienux e cowditions de cxltore - Vs slicex et conditions doe stituee o hises sond fes
quocants: - TCA (e Coam: Acur? pour da oo weophile kale; culione o 20007 pen-
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deni 45 V2 Brures Miliey BLES pélos?, oll w0y puny Ies hacténes biclipies: mpsemece vy

sment on dexble cerche onacubation & 30 C pundan: 45-77 heurss.

fenlement et fdensificerion - Loz belwes sent snzemencdes selon L mdthede Jo Milee &
Misea Siortle pier Collios: = Lyre HEAY Apres veltie, fes o, prrlevdes wo baseil i
dhitfeezals e, ot panilives o0 scanmeee ang e sty phiyscdepiqoes o0 B

vl
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RESUME
Létude concerne quatre aliments fermentés traditionnels du Congo : le ngamba ou

vin da pzime produit a partir de la séve du palmier a huile (Elasis guinesnsis Jacq ),

S

e pofo-rory U pate fermentée de o fabriquée & partir de la farine de maln o
Fiedl ou tubere ' roul ae manioc ( Manthot cassave Crantz Y et e risin inlali on
foullios formes Lo de manioc. Las fermentations alimentaires spontances e wes
aarnents font © srvenir une association entre bacléries lactiques, levures et d'aulres
becierics dont Pevolution dépend das conditions de 'environnement et du matérizl
Ve aial
Le pH acide ( pH 4,2 ) de la séve du palmier a huile varie trés peu au cours de la
fernentation et favorise le developpement des levures qui deviennent la microflore
deiinanie avec Saccharomyces cerevisiae devant les bactéries lactiques domindas
cocoLaciococeus lactis. Le nsaniba résuite d'une fermentation alcooliqus et acdtiyae.

Lo Lroaiotion de hikedi et de poto-polo s'effectue par fermentation lacticus. Eile e

d&iu onomiliew acide et en anaérobicse. Le ph et la pression doxygons Gisuous
DL suncmem en moins de 24 iasus'c;s, speclivementae 7 & 2 0 inglcvee 000
D00 0L Lo omierollore lactique est dominante devant la poputation de levures, Par
cone L woduciion de nfola mibodi geffectue par une fermentation aicsling, Le o

5

oo rapidement de 6,8 @ 8,5 et devient basique. Les Bacilus constituent Ia
i wre dominante.

Uintl o des fermentations alimentaires a été mis en exergue avec 'amélioration des
oions 105 sensorielles des produits par @ (1) le changement de structure avec e

- o

cCacocement pour le kiedi et e mroba mbodi, (2) le changement de coulaur aives

gment enzymalique sour e atoba mbodi et (3) la défoxication avee
Vi uon e Vacide eyannvdnque dans e cas de kikedi et o michu b ol
Lo dowoconion des tuberculos et feuilies de manioc en fermentations icapoctivemany
lactiowen el alcaline suggei: gue le mécanisme de Phydiciyse des gilltosiuss

wvir niauss pourralt Taire intervenir la cafalyse générale acide-base.




