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RESUME

Le manioc fManihot esculentaCrantz) est une plante, dont les tubercules
servent de nourriture de base pour prées de 800onsllde personnes sous les
tropiques. Malgré sont importance, ce tuberculsegrte deux inconvénients majeurs
qui limitent leur utilisation en alimentation humai: Une toxicité liée a la présence de
composés cyanes, et une faible teneur en protéass l'optique de lever ces
contraintes, plusieurs procédés de transformatib@igs mis au point par I'expérience
des populations et des améliorations ont été apgmipar la recherche. La plupart de
ces procédés incluent une étape critique de featient spontanée. Cette étape
présente quelques problemes dus a sa dépendanée wss des microorganismes
épiphytes. Ces problemes sont notamment la présgacguantités résiduelles de
composés cyanés non négligeables (100 a 170ppr®myws de ramollissement tres
long (4 a 5 jours) et des produits dérivés de tpmlhutritionnelles et hygiéniques
douteuses. Dans l'optique d’améliorer ces procédsditionnels de rouissage du
manioc cyanogéne, une centaine de microorganismiesté isolés des cossettes de
manioc séché, sur la base de leurs potentialitgsoduire lap-glucosidase, @-
amylase, la pectine hydrolase et la polygalactisen&es enzymes sont les plus
impliqués dans les phénomeénes biochimiques et pirgsiimiques ayant lieu au cours
du rouissage du manioc. lls sont responsables dédgeadation des composés cyanés
et du ramollissement des tubercules par dégrada&snpectines qui constituent le
squelette du tubercule. 60% des microorganismetgsiset identifiés ont été
productrices di-amylases, 46% dé-glucosidase, et 36%de pectinases. Les capacités

des difféerentes souches sélectionnées a prodwsr@ragcipaux enzymes, ont ensuite



été évaluées. Parmi ces microorganismes, deux Bt a@rés particulierement
intéressantes : Une souche de bactérie lactiqudifiée comme étantactobacillus
plantarumavec une activité-amylase de I'ordre de 17000+100UE/ml, et une @étiv
3-glucosidase de 2000£300umol @hh; Une moisissure identifiee comme étant
Rhizopus oryzaea activité a-amylase de 20000+500UE/ml et activité pectine
hydrolase de 2,31£0,2 pmol CO@n/mg. Ces deux souches ont été sélectionnées et
utilisées comme ferments en culture mixte avec bioenasse initiale de fofc/g
manioc frais delLactobacillus plantarum et 1Gspores/g manioc frais dehizopus
oryzae pour la fermentation des tubercules de manioc. Héssiltats obtenus ont
indiqué une acidification rapide avec un pH av@sin3,5+1 aprés 24 heures de
rouissage, un ramollissement plus rapide (12+3mmafes 48 heures de rouissage).
Mais le rouissage naturel s’est avéré meilleur adintpde vue dégradation des
composés cyanés. En effet la trés forte acidiicatibtenue avec le ferment dés la
24°™ heure, a provoqué un blocage du processus de dddigra des glucosides
cyanogénétiques au niveau de la cyanohydrine, ceénpar ailleurs aussi toxique que
I'acide cyanhydrique. Une étude de l'influence delques parametres externes nous
ont permis de noter que la température optimalecrdéssance dd.actobacillus
plantarumétait de 40£5°C pour un pH optimal de 6 alors Rizopus oryzaavait
une température optimale de croissance a 30+78@ pH optimal de 5. Les essais de
production de biomasses, indiquent que le meilleuireu de multiplication des
germes s’est avéreé étre le milieu CTM de Letval., avec pour substrat de la farine de

son de manioc mélangée au milieu nutritif de Meyer.



Dans l'optique de mettre a la disposition des pafiuhs ce ferment, des essais
de conservation des souches par séchage ont indigeidle fluide de protection
indiqué pour avoir des taux de survies acceptableterme du séchage était le
glycérol, alors que le support le plus adapté al'étdidon de manioc. On a ainsi
obtenu plus de 75x5% de survivants aprés séchadg sanvectif a une température
de 35°C sous un débit d’air de 10¥/m pour tous les deux germes. Ce ferment
composé déactobacillus plantarun{10°ufc/g) etRhizopus oryzaél0’spores/g), sur
support amidon a induit contrairement aux microoigiaes frais, une diminution
effective du taux de glucosides totaux résiduels €n fin de rouissage) diminution
corollaire & I'ajout du NaOH réalisé aprés l&€™heure, afin de contourner I'effet

néfaste du pH acide sur la dégradation de la cyatote.



ABSTRACT

Cassava Mlanihot esculentacrantz) roots serve as food for more than 800
million people in the tropics. Despite this usedpplication, two drawbacks limit the
utilisation of these roots as human food: Thesatalew protein content and potential
cyanide toxicity. Traditional processing methodsdiby people in the rural areas to
reduce these bottlenecks, always include a ty@iteg of fermentation witch occurs
spontaneously. This natural fermentation is plaguid many problems related to its
dependence on the chance of inoculation from thér@rment. These problems
include high levels of residual cyanide (100 to dpid), long softening time (4 to 5
days), non-reproducible quality and unhygienic picid. To solve these problems,
about one hundred microorganisms were isolated tioed fermented cassava tubers,
on the basis of their ability to produpeglucosidaseg-amylase, pectin hydrolase and
polygalacturonase. These enzymes are involvedachkemical and physicochemical
phenomena, which occur in cassava natural fermentand are responsible for the
degradation of cyanide compounds and tuber sofgebin degrading pectin, which
constitutes the major part of cassava cell wall.oAm these isolates 60% were
identified as a-amylase producers, 46% dbglucosidase producers, and 36%
pectinase producers.

The ability of these selected microorganisms tapoe enzymes was screened.
Among the isolates, two microorganisms were foumé particularly interesting:
lactic acid bacteria identified dsctobacillus plantarumshowinga-amylase activity

of 17000£100UE/ml, and R3-glucosidase activity 00@€300pumol CNmn; a mould



identified asRhizopus oryzaevith an a-amylase activity of 20000+500UE/ml and
pectinhydrolase activity of 2,3+0,2 pmol C@®n/mg. These strains were selected
and used as starter culture for cassava fermentaflee use of these strains as a mix
starter culture (1%uc/g fresh cassava tubers dfactobacillus plantarum and
10%spores/g fresh cassava tubers Rifizopus oryzdefor cassava retting rapidly
softened the roots (12+£3mm/5s after 48 hours ahgt and induced a rapid decrease
in pH (3,5 after 24 hours of fermentation). Howevetural fermentation was found to
reduce more cyanide than starter fermentation. répa& acidification observed with
starter fermentation was found to be responsiblhisflow cyanide degrading activity
by starter strains as low pH stops the reactigdheatyanohydrins step.

Studies on the effect of environment on startexirsér show thatactobacillus
plantarum’s optimal growth temperature was 40+5°C for an optipH of 6, while
Rhizopus oryzashow an optimal growth temperature of 30+7°C foroatimal pH of
5. These strains also showed a good growth ratéawn et al., cassava medium
(CTM).

With the aim of large-scale utilization of thiséa culture, the microorganisms
were tested for their ability to withstand dryingnditions. Survival oLactobacillus
plantarum and Rhizopus oryzaafter drying was determined under various support
conditions. The support constituting starch anaelgl as protectants was found to be
the best with more than 75+5% survivors after dyyat 35°C under a hot air flow of
10 n/h. The use of the dried mix starter for cassat@ngepermit the reduction of the
total cyanide content by about 886, as NaOH were added after 24 hours of

fermentation to enable a drop in the pH level tdbis enabled us to solve the bad
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effect of low pH on cyanide reduction observed by fermentation of tubers using

mixed starter cultures.
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INTRODUCTION

Le manioc Manihot esculentaCrantz) est I'un des plus importants
tubercules des pays tropicaux. Il constitue la ntowe de base de 800 millions de
personnes dans le tiers monde (De Bruijn et Frag®0)

L’intérét de ce tubercule réside dans le fait :

- qu'il s'laccommode aux conditions climatiquesidiés et aux sols médiocres,
offrant ainsi une large tolérance dans le choix lalepériode de récolte et
permettant de rendre les racines disponibles auenbmes besoins (Treche,
1995);

- que les technologies de transformation du masant faciles, et maitrisées par
la plupart des populations, ce qui a comme corellde développement de
plusieurs types de produits traditionnels (Cosse@hikwangué, Foufou, Gari,
Tapioca...etc) (Bokanga, 2001).

Malgré ces atouts, ce tubercule présente quelquaEdémes dont une
faible teneur en protéines, une détérioration pastlte rapide (Richard, 1985) et
une toxicité liée a la présence des glucosides ag@métiques que sont la

linamarine et a une moindre mesure, la lautosegNartey, 1978)
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Ces glucosides cyanogénétigues du manioc sont regples des
manifestations visibles tels que le goitre, leinigtne, la neuropathie ataxique, la
xérophtalmie...(Bourdourt al.,1982)

Des procédés traditionnels de transformation oé étis au point aussi
bien par I'ingéniosité des paysans que par la rebleeet le développement dans
'espoir de les améliorer et surtout réduire laidi& cyanogénétique. Ces
procédeés traditionnels qui incluent le rouissageséchage du manioc, mis au
point par I'expérience des paysans (Bokanga, 2@d1n mise au point des
starters par la recherche développement (Ejiori®82, Giraudet al. 1995,
Olukoya, 1995, Djouldeet al., 2000) ont apporté une nette amélioration a la
qualité toxicologique et nutritionnelle des produigrivés du manioc.

Mais les technologies acquises par I'expériencepdgsans, requierent un
travail long et pénible (Bokanga 2001). Par aikeles starters mis au point par la
recherche développement présentent encore queiquigiemes.

En effet, le starter mis au point par Giraetdal. (1995) constitué d’'une
seule souche deactobacillus sp.Lacto Labo, avait pour objectif d’acidifier
rapidement le milieu afin d’inhiber les autres gesnet aussi obtenir une seule
phase homofermentaire trés recherchée lors de Bacétion des farines
infantiles. Or cette acidification rapide avait paifet de bloquer les processus
de dégradation de la linamarine (composé toxiquetaleercules) au stade de la
cyanohydrine, car aux pH inférieures a 5.5 la deme phase de dégradation de

la cyanohydrine en acide cyanhydrique est équéitjegooke, Blake et Battershill
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1978). Par ailleurs différents types de microorgam@s Baccillus subtilis,
Klebsiella spp., Candida krugeiont étés utilisés comme starter pour la
fermentation du manioc cyanogéne (Oyewole, 1990y®%t Najiorfor, 1989).
Les résultats obtenus ont indiqué comme précédetrumenforte acidification du
milieu. En plus de cette phase d’acidification, amoté une augmentation des
protéines totales par utilisation de la soucheG#mdida krusei mais cette
derniere n’étant pas amylolytique il fallait au @lable digérer 'amidon de
manioc avant utilisation de ce ferment. Cette étdpedigestion de I'amidon
nécessite l'utilisation d’exo enzymes qui ne scad p portée du paysan en zone
rurale. Enfin, les travaux de Djoulds al., (2000) ont conduit a la mise au point
d'un starter composé de trois souches ddwctobacillus plantarum,
Saccharomyces cerevisiagt, Rhizopus spEn effet la souche deactobacillus
plantarum amylolytique, et productrice de linamarase, étaimbinée a une
souche dé&accharomyces cerevisigei utilisait 'azote libéré par le lactobacille
pour produire de du N¥Le NH; ainsi produit avait pour effet d'induire un effet
tampon du milieu favorisant ainsi la dégradation ldecyanohydrine. Une
troisieme souch®hizopus spa été ajouté afin d’augmenter les protéines tetale
des dérivés du manioc par les protéines d’orgarssrivalheureusement ce
starter présentait encore quelques inconvénierdgssthrter constitué de trois
microorganismes était en effet tres complexe emknipulation nécessitait
beaucoup d’expérience que I'on ne pouvait pas esp&oir en milieu paysan, de

plus les farines produites étaient de couleursgtaan, di probablement a la
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souche deSaccharomyces cerevisiaEnfin les processus de ramollissements
étaient assez limités et la durée du rouissageihjgas différente de celle d'une
fermentation naturelle.

En effet si le facteur de détoxication constitue limite a I'utilisation des
starters, le facteur ramollissement n’est génémtmpas pris en compte au cours
de la mise au point des starters. Or le développedel’'urbanisation en Afrique
dd a une démographie galopante et surtout le ce(plas en plus élevé des
produits importés (pour nos populations dont leeatyde vie a considérablement
baiss€) ont entrainé une demande de plus en ppatante d’aliments a base de
manioc (Bokanga, 2001). Ceci entraine un écourfagert-cuts) de I'étape de
fermentation par les producteurs ce qui aboutgsaderives contenant encore des
quantités résiduelles assez importantes de gluE®syanogénétiques. Par
ailleurs Ampeet al., (1995) indique que le ramollissement grace a &rdetion
des structures cellulaires, entrainerait un legeivdu contenu et permet ainsi de
mettre en contact la linamarine et la linamarasgogene. Ceci abouti a une
dégradation non négligeable d’'une bonne partidutmgides cyanogénétiques.

Toutes ces limites liées aussi bien aux procesauseis de rouissage du
manioc et aux procedés mis au point jusqu’ici gesrameliorer, ne garantissent
pas souvent la qualité nutritionnelle, hygiéniqudaestabilité des produits finis
dérivés du manioc (Bokanga 2001).

Afin de couvrir la demande tout en garantissant danté des

consommateurs, et faire face a la concurrence dmhuis amylacés importés,
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'amélioration et I'optimisation des procédés ttainels mis au point par

I'expérience des paysans et la recherche deviemmenécessite.

Objectif général : L'objectif de ce travail est d’'une part de trouvane ou
plusieurs souches se caractérisant par des prprighysiologiques et
métaboliques particulieres dont la production dgiugeosidase (qui interviendra
dans la décomposition des glucosides cyanogénétiuenanioc), di-amylases
(le tubercule de manioc étant composé a pres ded@dtidon), et de pectinases
(qui interviendraient dans la dégradation des pesties parois cellulaires et par
conséquent induiraient le ramollissement des tulbesy dont I'inoculation
permettrait d'assurer la maitrise de I'étape denétation lors de la production
des principaux dérivés du manioc. D’autre partdiétul’effet d’'un tel inoculum

sur la fermentation naturelle du manioc

Hypothese générale de travail L'inoculation du manioc avec un ferment de micro
organismegjui répondraient le mieux aussi bien individuelletn@u en culture mixte,
aux critéres sus énumérés dans 'objectif géndrdtalail, permettrait la maitrise de
I'étape de fermentation. Cette maitrise de I'édpéermentation pourra avoir comme
corollaire, une amélioration des procédés de toansition (ramollissement plus
rapide) et I'obtention des dérivés de meilleure licianutritive, toxicologique, et

hygiénique.
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Objectifs spécifiques:

Objectif spécifique 1: Sélectionner une ou plusieurs souches qui praiduit la
3-glucosidase, di-amylase et de pectinases, en vue de les utilsame ferment
du manioc;

Objectif spécifique 2: Evaluer l'importance des enzymes produites par le
souches sélectionnées ;

Objectif spécifique 3 : Reéaliser une étude physiologique et biochimiqus de
microorganismes sélectionnés, sur les difféerentemxi a base d’amidon de
manioc et sur milieux conventionnels (MRS, Sabodr@uPDA) afin de dégager
guelques conditions optimales de leur productionéttdier linfluence de
guelques facteurs externes tels la température eHl sur la croissance et la
production des métabolites par ces germes ;

Objectif spécifique 4 : Evaluer directement l'aptitude des microorganismes
sélectionnés, a améliorer la fermentation du maeiodes inoculant en souche
pure ou en culture mixte dans du manioc cyanogene ;

Objectif spécifique 5: Dégager les conditions optimales de conservates d
micro-organismes isolées;

Objectif spécifique 6: Evaluer les performances du ferment séche, erumiéel ;
Hypotheses

Hypothése 1. Parmi les microorganismes épiphytes responsablesla
fermentation naturelle du manioc, il est possible gertains puissent produire

des enzymes responsables de phénoménes physicoisbsmet biochimiques
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bénéfiques (détoxication, ramollissement) ayantredars de la fermentation
naturelle du manioc.

Hypothése 2 :L’intervention des microorganismes au cours deelanéntation
induit un grand nombre de phénomeénes aussi biesiqugs, chimiques que
biochimiques. La qualité nutritionnelle et hygiémogdes produits dérivés pourrait
dépendre, de tous ces aspects.

Hypothese 3 :Le choix des germes a utiliser comme starter,aieartous points
de vu étres représentatifs, sinon rassembler lesctésistiques des germes
présents au cours d’'une fermentation naturelleddifavoriser d’éventuels effets
synergiques, l'amélioration d’'une fermentation dget artisanale pourrait
nécessiter le respect de la balance des difféeresfesces microbiennes présentes
au cours d’une fermentation naturelle.

Hypothese 4 :L’amélioration d’'une fermentation de type artiSen@ourrait
nécessiter 'utilisation d’'une biomasse initialeg@et en quantité. Il est impératif
de penser a déterminer les conditions optimalesw#plication de ces germes.
Hypothese 5: Les micro-organismes a utiliser comme ferment yzent
nécessiter d’étre conditionnés, stockés et consetaépossibilité de stocker la

biomasse devra par conséquent étre envisagee.
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Chapitre 1
REVUE DE LA LITTERATURE

|- GENERALITES SUR LE MANIOC

Le manioc est cultivé essentiellement pour semeac(tubercules), qui
entre dans l'alimentation quotidienne de nombreugepulations, surtout
africaines. On utilise aussi ses feuilles et acie=mment ses tiges qui servent
parfois a préparer un sel alimentaire (Laure, 1981)

I-1- Historique et description de la plante

Originaire des Antilles et du Brésil, le manioc fatroduit en Afrique par
des marchands portugais (Bombily, 1995). C’est ynh@nte ligneuse des
tropiques d’'une hauteur de un a trois metres, gldsudigitilobées alternes et a
latex blanc, appartenant a la famille des Euphoéaa (Photo 1). Il existe
plusieurs espéces de manioc dont les plus réparshrdgs Manihot esculenta
Crantz (Synonyme d#&lanihot utilisimaPohl) etManihot glaziovi Mais c’est
Manihot esculent&rantz généralement appelé manioc comestible,gjué lus
apprécié. Sa racine, au cours de son développedasrst le sol, se gorge de
principe actif et devient charnu (Photo 2). Cettetip de la plante appelée
indifferemment tubercule dans certaines régionslaepartie la plus utilisée. Le
rendement optimal du manioc est obtenu sous 120808 mm de pluie, a la
température moyenne de 23°C a 24°C avec deuxsantois de saison seche. Le

sol idéal est sablo-argileux, bien drainé avechrvgisin de 6 (Nartey 1978).
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Photo 1 : Jeune plant de Maniocgthoto Djoulde200p

KA1 AR i DA o ond o, s

Photo 2 : Racines de manioghoto Djoulde 2004
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I-2 Production et utilisations des tubercules de maoc
Production

Le manioc est produit dans les pays tropicauxiletrgpicaux d’Amérique,
d'Afrique et d'Asie. Selon les pays, il prend d#fiéts nomscassavadans les
pays anglophones d'Afrique, tapioca (Malaisie, hékie, Inde, Pacifique),
manihot, mandiocaet uca en Ameérique latine,bafilinapaka (République
malgache)Bankye(Ghana), Agbeli (Togo) ehandioka(Gambie) (Laure, 1981).

Le manioc peut étre considéré comme la quatrierndugtion végétale
pour sa contribution (92 842 000 tonnes en 1992)alimentation de la
population mondiale apreés le riz (365 961 000ethlE (338 361 000 t) et le mais
(112 953 000 t) (Bokanga, 2001). C'est la septieniire mondiale en surface
cultivée (Laure, 1981). Il est produit et utilise alimentation humaine sur les
cing continents, a I'exception de I'Europe, maia saportance tant économique
gu’alimentaire est tres variable d’'une région atfa. Le Brésil est le plus gros
producteur (25,5 % de la production mondiale). Yiemt ensuite I'lndonésie (12
%), le Nigeria (10,3 le Zaire (9,4 %), la Thailarfdé %). L'Amérique du Sud et
I'Asie exportent la majeure partie de leur produgtitandis qu'en Afrique, celle-
ci est consommee localement. Il existe de plusles ge recherche sur le manioc

du fait de l'intérét croissant qui lui est porténcoe culture d'exportation.
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La culture - la plante

La culture se fait surtout en zone forestiere éighe, mais les méthodes
de culture autochtones en savane ou en forét spatigpres les mémes. Le sol
recoit peu de préparation, parfois il est simplemeéfrichné par brdlis. La
multiplication se fait par bouturage. L'entretiest simple et ne demande que
deux a trois sarclages. Le manioc demande peurdiengl peut étre associé a
d'autres cultures (mais, arachide, sésame). llufieree pendant la saison des
pluies (Laure, 1981).

Le manioc s'accommode de terres médiocres, protougurs un
rendement, s'adapte aux conditions climatiquesregé\@ ne craint pas les fortes
pluies, est tres résistant a la sécheresse), astgesible aux maladies et aux
attaques des prédateurs. La récolte annuelle péssbbligatoire: les tubercules
peuvent étre conservées dans le sol plusieurs (intését pendant la période de
soudure) (Treche, 1995).

Tous ces avantages expliquent son expansion, gpend des cultures de
mais et d'igname plus exigeants en travail. Cependatte expansion n'est pas
sans danger: le manioc a un impact négatif swertdité des sols déja pauvres, et
surtout, utilisé comme aliment principal, il cohs#i une menace de malnutrition
(Laure, 1981).

Les racines ou tubercules sont en nombre varianedirection oblique

dans le sol et mesurent de quarante centimetrespardetres de long (photo 2).
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Selon la teneur en acide cyanhydrique de ces tulastcon peut grouper les
nombreuses variétés de manioc en deux catégonesgates:

- le manioc doux: cultivé pour la consommation leae ses tubercules;

- le manioc amer: surtout utilisé pour la préparatile fécule et d'autres deérivés

(Nartey, 1978).

Utilisation en alimentation humaine
Les difféerentes formes de consommation du maniocamtrées au monde

comprennent des produits bruts ou semi-bruts :
- les produits bruts ou semi-bruts (dont les rexreies et les produits frais) ;
- des produits élaborés nécessitant une longuedele fabrication dont les
racines cuites a I'eau ou a la braise et les radinaies (Massamba et Treche,
1993; Treche et Massamba, 1995).

Ces derniers produits constituent une forme dearonsation importante
des racines de manioc en Afrique.

Parmi les produits élabores, on peut citer: lalbeuia farine ou foufou, la
chikwangué (Massamba et Treche;1994; Treth85) ;

le Too, préparé a partir de la farine de manioc provenantranches de
racines sechées, pilées au mortier puis tamisees ;

le gelenpréparé par cuisson dans de I'eau, des racinesadec, qui sont
ensuite pillés dans un mortier en bois jusqu’atéalion d’'une pate homogéne

consommeée avec une sauce tres gluante,

32



le Gari, le tapioca et le baton de manioc (BomHiB95).

Les produits du manioc

Produits locaux consommeés surtout en Afrique.

Raciuw cutiére

IW lﬁphj.“j‘h’.ge
-

Racine entiere ronie

Racine épluchée — = Manioc bouilli ———= Fufu

-~ pulpe
éplucnage rapde lavage
Touissage | fermentée ot
sécheée +

Racine rouie, - uchée Gari Meduame-Mbong
séchée

orovage
[pilée)

P

"

furnie CUIBSan

solell

Farine Farine Balon de
Manioc

Schéma 1 :Utilisation du manioc selon Laure (1981)

Le rouissage est la fermentation de la racines da@au pendant deux a

trois jours (détoxication). Selon les pays, il &xislifférentes préparations et
différentes appellations dont voici quelques ex&spl

Le Gari
Partie méridionale
du Nigéria: kpokpogari
lafun

fufu
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Ghana: gari
kokonte
agbeli kaklo
fufu
ampesi

Togo: gari
yakayake
agbeli kaklo
Gambie: gari
Bénin: gari
Afrique orientale: farine de manioc

pouruji etugali

Préparation du gari (tres répandu):

Les tubercules lavés et épluchés, sont rapésnaaia pour obtenir une
pulpe fine. Celle-ci est introduite dans des s@&schanvre grossier que l'on
ferme Ces sacs sont pressés entre des planchessopiadres pour éliminer
I'exces d'eau et on les laisse reposer pendastdrbguatre jours pour produire
une fermentation (pendant les deux premiers joarfetmentation, on remarque
une odeur d'acide cyanhydrique, qui disparait ésmsuiLa masse de pate
fermentée est concassée, tamisée grossierementarsischer. La semoule ainsi

obtenue peut étre ensuite frite dans un peu d:huile
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Le Fufu

Le terme ddufu s'applique a divers produits en Afrique occidentale
général c'est un aliment pilé ou bouilli pour forrn@e pate épaisse (fufu a base
de manioc bouilli, taro, igname, plantains). Leufufigerian est particulier
puisqu'il s'agit de manioc fermenté non séché, elugu ajoute de I'eau froide et

gue I'on fait cuire jusqu'a formation d'une pataisse.

Le baton de manioc

Le batonde maniocest constitué par la pate cuite enroulée dans euritef de
manioc.

En dehors du tubercule, Iésuilles peuvent étre utilisées pour préparer des
sauces. Ces feuilles sont riches en minérauxigoaJgohosphore) et beaucoup
plus riches en protéines que les tubercules.

Le manioc est également utilisé dans l'industoer pa préparation de I'amidon,
de la fécule, du tapioca, de biscuits, de patesealiaires, de colles, de glucoses,

etc.

I-3- Composition du tubercule
Il a une forte teneur en calories: 125 a 140 Kcal g&@r g de manioc frais et
pelé (Bokanga 2001).

Eau: 60a 70 %.
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Glucides: 32 a 35% (amidon surtout).
Protides: 1,5 %.

Cellulose: 3 a 4%.

Lipides: 0,2 a 0,5%.

Le tubercule est surtout constitué de glucidesstconc un aliment
énergétique. Il apporte beaucoup de caloriesoldyit & I'nectare une plus grande
guantité de calories que le riz et le sorgho (Ld9&1).

Il est trés pauvre en lipides (graisses) et etiges. De plus, ses protides
sont dites de mauvaise qualité car ils ne contieingee tres peu de méthionine,
acide aminé indispensable (Laure, 1981). Le tulberest d'autre part pauvre en
substances minérales (calcium, fer, phosphoreh @itamines (il y en a encore
moins dans les produits préparés a partir du tuberdl doit donc étre associe a
des aliments riches en protides et en lipides pouostituer une ration alimentaire

equilibree.

I-4-Apport nutritif du manioc

Le tubercule de manioc posséde certains avansagéds plan nutritionnel: il est
riche en calories, et peut étre tres utile pentlériode de soudure (Nartey,
1978). Cependant, I'extension de sa culture présaatgros inconvénients: Il
supprime la faim mais apporte peu de protéines, par surcroit, sont de
mauvaise qualité (Laure, 1981). Il provoque dons aalnutritions protéiques.

On constate d'ailleurs que les cartes de malmrtriprotéique (kwashiorkor)
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coincident avec les régions ou les enfants sontipalement nourris a base de
manioc et de bananes (Bokanga, 2001).

La valeur protéiqgue du manioc est inférieure decdés autres tubercules
(igname, taro), en revanche, la consommation desefe feuilles et tiges de
manioc (pratiquée a Sumatra, Java et dans d'adigésns asiatiques, mais peu
usuelle en Afrique et en Amérique) (Laure, 1981)npmt une amélioration
sensible de I'équilibre nutritionnel et doit dokeé&ncouragée.

Dans les zones rurales, surtout en Asie, la @ildes céréales est
remplacée par le manioc car il permet un gain deegepar son rendement a

I'nectare. Dans les villes, il est par contre corencé par le pain.

I-5 Toxicité du manioc.

Le tubercule frais contient de I'acide cyanhydei@surtout dans la variété
amere) qui est une substance toxique: c'est urompaie I'némoglobine des
globules rouges (Nartey, 1978). De plus, il provogs troubles de la thyroide
en empéchant l'iode de s'y fixer (goitres, raleetisent de la croissance chez
I'enfant ... ) (Baenat al., 1997). Ce poison est facilement éliminé par cuisso
séchage au soleil, fermentation (Coon 1969). lleestjuantité plus importante
dans I'écorce que I'on élimine lors de la prépamatPar conséquent, lorsque le
manioc est bien préparé, il ne renferme plus deetrdacide cyanhydrique.
Cependant, il n'est pas rare d'observer des preslede toxicité chronique

(mauvais stockage des tubercules, mauvaise prépgrat
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Schéma 2 : Structure chimique de la linamarine

L’acide cyanhydrique se trouve sous forme de codpahimiques qui
peuvent étre des glucosides cyanogénétiques pqiupart ou des cyanolipides
pour certaines especes (Poulton 1988). Ces composdssusceptibles de se
décomposer pour donner par hydrolyse un sucre, aétene et de l'acide
cyanhydrique (Schema 3)(Nartey, 1978).

Les deux composeés identifiés dans le manioc solmdanarine (Schema
2) et la lotostraline ; le sucre est un glucose,parle alors de glucosides. La
linamarine est de loin le glucoside le plus imporitapuisque le rapport
linamarine/lotaustraline varie de 97/3 a 93/7 (BartL978). Cing acides aminés
(valine, leucine, isoleucine, phénylalanine, tyme3isont les précurseurs de la
plupart des glucosides cyanogénétiques connuslégel®75). Les synthéses de
la linamarine et de la lotostraline sont intimemassociées aux métabolismes
respectifs de la valine et de I'isoleucine (Halkeé¢rMoller 1990 ; Halkieet al
1991). Ces composes jouent un rble actif dans leabosme des plantes
(réserves d’acides aminés) mais aussi un réle ategiion efficace vis a vis des
prédateurs, des parasites et des micro-organidradexicité du manioc est liée a
la présence d'acide cyanhydrique, un inhibiteur m@mbreuses réactions

enzymatiques entrant dans le métabolisme, en pketiccelle du cytochrome
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oxydase, principal facteur de respiration cell@alra dose Iétale pour un homme
adulte est de 50 a 60 mg (Codex Alimentarus Comonissl988). Les étres
humains comme les animaux, sont capables de déwxigne certaine quantité
de cyanure dans leurs tissus. Le principal modeéetiexication dans I'organisme
fait intervenir une enzyme, la rhodanése, et desposés soufrés tel que les
sulfates ou certains acides aminés notamment ; &dniomine, la cystéine, la
cystine, pour donner des thiocyanates qui sonirééisndans les urines (Ermagis
al,. 1972).

Malgré toutes ces possibilités de défense que mpiserganisme humain,
on a noté de nombreux cas de pathologies liéescarlsommation du manioc
cyanogeéne. En effet au Kiwu dans la région du Baddwau Zaire on a noté une
forte corrélation entre la consommation du maniat détoxiqué, et les maladies
comme le Konzo et 'Ebola (Baeraal.,1997). Des études similaires menées en
Tanzanie (Mlingiet al., 1993) et au Mozambique (Essezsal, 1992) attribuent
la prévalence du Konzo qui paralyse les populatiansn mauvais traitement du

manioc cyanogene.
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Il BIOCHIMIE ET MICROBIOLOGIE DU ROUISSAGE DU

MANIOC

lI-1- Aspect Biochimique du rouissage du manioc
lI-1-1 Dégradation chimiqgue des composés cyanés augours de la
transformation du manioc.

La dégradation des composés cyané durant leseatitis transformations
du manioc se déroulerait en deux étapes selon MetiSenolnik (1980) :

- La premiére serait une hydrolyse de la linamaghele la lotostraline,
sous l'action d’'une enzyme endogeéne, la linamanasgne émulsine (schéma 3).
Cette hydrolyse enzymatique se retrouve chez lrebgedes plantes cyanogenes,
et aboutit a la formation d’une cyanohydrine toxget a la libération d'un

glucose.

| | |
G- CaCm cmvemrncnnnan [HOCAC = M| eeevmeeeeaa= C=0 + HCN

Schéma 3 : Décomposition chimique de la linamarine
Cette hydrolyse n’est malheureusement observéesgueles vegétaux

endommagés (Nartey, 1981). En effet, les compog@sogénétiques et la
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linamarine se trouveraient localisés dans les Vasutes cellules tandis que les
enzymes hydrolytiques seraient localisés dans lesnbranes des cellules
(Nartey, 1981). Ce n’est gu’apres blessure (exenopsgjue I'on pille les feuilles
ou alors lorsque I'on épluche les tubercules) gqusubstrat peut étre hydrolyse
par I'enzyme. Ces glucosides sont localisés dangdeuoles du cytoplasme alors
qgue la linamarase est localisée dans la paroilagbu(Mponget al. 1990). La
linamarase est spécifique de la linamarine maisiales la lautostraline (Butler,
1965; Nartey 1968). Elle a son optimum d’activit& @H compris entre 5.5 et 6
et & une température de 37°C ; elle est relativestable jusqu’a 72°C (Cooke,
Blake, Battershill, 1978).

- la deuxieme étape est la dissociation de la dyghhine en acide
cyanhydrique et cétone (Schéma 3). Cette dissonigieut étre chimique ou
enzymatique comme I'a suggéré Coon en 1969. Podeweger, la cyanohydrine
est hydrolysée par une seconde enzyme, une hydtoase. Cette réaction
enzymatique est analogue aux mécanismes mis ean&édour la dihurrine du
sorgho. L’étude de la stabilité de la cyanohydandifférents pH (Cooke, Blake
et Battershill 1978) montre qu’elle est relativeinestable en milieu acide,
I'équilibre entre I'acide cyanhydrique et la cyagdhine s’instaurant pour un pH
voisin de 5,5.

Le cyanure responsable de la toxicité du maniotr@everait dans les
tubercules et ses dérivés sous deux formes priesipa

- une forme liée, a I'état de glucosides (linaman lotaustraline)
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- des formes libres a I'état de cyanohydrine etid@cyanhydrique.
Nartey, (1978) indique que ces formes toxiques pgtwmme, peuvent étres
éliminés soit par :

- dissolution dans I'eau pour les formes liées

- évaporation pour les formes libres.

On comprend ainsi l'intérét des différents traitetsetraditionnels qui
incluent la macération, le rouissage, la fermenatie trempage, I'ébullition, la
cuisson, séchage...etc. Appliqués seuls ou combirégprocédés visent a réduire
le contenu en cyanures des différentes préparatiemaanioc. Ceci en essayant
de favoriser I'hydrolyse des composés cyanogéngtiget I'élimination des

cyanures formeés. L’action des micro-organismesenaitspas négligeable.

lI-1-2 Ramollissement des tubercules au cours du uissage.

Le ramollissement du manioc est di a la lyse deéaioess parois des
cellules végétales des racines, composés prinaigalede pectine et de cellulose
(Okafor et al, 1984). La présence d’activités pectinolytiquagpartantes et
'absence d'activité cellulolytiques indiqueraieque les premieres sont a
I'origine de ce ramollissement (Ampe et Brauman5)98es pectinases détectées
sont composeées de trois enzymes (pectinehydrolgsstatelyase et
polygalacturonase) dont l'origine végétale et bhaetde a été depuis précisée
(Ampe et al., 1994). La présence de pectinehydrolase détectéeoars du

rouissage a déja été mentionnée dans le cas darneeritation traditionnelle
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(Oyewole et Odunfa, 1990) ou de l'inoculation &idlle du manioc par des
Corynebacterium spOkaforet al, 1984). Le fait que le ramollissement débute
le deuxiéme jour du rouissage dans des conditicitles et anoxiques indique
que les bactéries, a l'origine de ce phénomenet sénobies strictes ou
facultatives et acido tolérantes. L'isolement récda Clostridies et Bacillus
pectinolytiques corrobore cette hypothése et cdittreelle d’Okafor et al.,
(1984) qui impute l'origine du ramollissement aworghebacteriums. Le
ramollissement du manioc lors du rouissage se jmatpar la dissociation des
fibres de cellulose de leur ciment pectique duadion d’enzymes telles que les

hydrolases et les lyases sur les liaisons osididaspectines.

lI-2 Rble des micro-organismes dans le rouissage aoianioc
[I-2-1 Les bactéries lactiques

Les bactéries lactiques constituent un ensembiaid®-organismes capables
de transformer des sucres simples comme le laadiasée glucose en acide
lactique (Noutt al.,1989). Leur importance, découle de leur habilitaoupler
leur croissance cellulaire de la transformation desres en lactate, et de
poursuivre cette bioconversion bien au-dela de hasp de multiplication
cellulaire (Larpent et Larpent Gouraud, 1985). Cesti un point important a
souligner, car cela explique que méme dans deurilnon optimisés, ces
bactéries exigeantes en acides aminés et soureetel’arganique, peuvent

réaliser des bioconversions pondérales importafites, Lapointe, et Valade,
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1983). En plus de leur réle dans la productionatides organiques, les bactéries
lactiques ont un potentiel enzymatique énorme c¢al@illeurs leur confére une

importance en industrie.

Réle des bactéries lactiques sur les qualités omaptiques et
thérapeutiques du manioc transformé

Les bactéries lactiques permettent d’améliorecégactéristiques alimentaires
des produits fermentés. Ceci en développant le$itégiaorganoleptiques par
formation d’acide lactique, d’acétoine, d’acétalghidy diacétyle, de peptides et
d'acides aminés. Ces composés seraient des praurséarbmes, qui se
développent lors des étapes ultérieures des preadeldabrication de certains
produits. Abe et Lindsay (1978) ont montré que leramorganisme intervenant
principalement dans la fermentation &teptococcus faeciumgui produit les
composeés volatiles responsables de la flaveur du(geétaldehydes, éthanol,
acétone et diacétyle). Le rble capital des bactétmctiques lors de la
fermentation en milieu solide de I'amidon du manisar le pouvoir de
gonflement des farines d’amidon aigre n’est plag@ontrer (Chuzel, 1990). Il a
en outre été prouvé que la fermentation lactiquespée et d'une durée
relativement longue, de méme que la présence dad'dactique en quantité
suffisante sont indispensables a I'obtention d'farae alimentaire, de meilleure

qualité_Chuzel, 1990)
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Réle des bactéries lactigues sur la stabilité, lanservation et la qualité
hygiénique du manioc fermenté

Giraud et al, (1994) ont réussi a isoler une souche nouvelle de
Lactobacillus plantarunA6 (homolactique), capable, de se développer dieumi
amidonné et de transformer directement I'amidonrdaioc en acide lactique
dans des conditions de pH contrdlé. Ceci est imporion seulement du point de
vue écologique pour les fermentations traditiorasetlu manioc, mais également
pour la fabrication industrielle d’acide lactiquepartir d’amidon de manioc sans
traitement thermique. Cela simplifierait considéeafent le procédé de
production des acides organiques a partir du mardans les processus de
fermentation naturels, il n'y a pas de traitememerinique de I'amidon de
manioc, qui se trouve donc dans sa forme nativenidan cru. Les résultats
obtenus montrent donc que ce type de bactérigjlacst tout a fait capable de
réaliser la transformation de I'amidon brut en adakctigue dans des conditions
naturelles. La durée de conservation des prodeitsitsaugmentée grace a la
présence d’acide lactique, et dans certains caddd’'aacétique (Ampet al.,
1994). Ceci limiterait considérablement le dévelppnt des micro-organismes
indésirables ou pathogenes par leurs propriétéseatigues reconnues, et par la
diminution du pH (Braumaret al., 1995). Pour que l'action stabilisatrice soit
efficace, il faut que I'acidification soit rapidé @u’en moins de 24 heures, le pH
s’abaisse en dessous de 4,0. On constate parfeidiomnution du pH limité en

raison des conditions dans lesquelles se déroufertaentation (température,
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accessibilité du substrat, effet tampon du miligdh sait aussi que le pH de
stabilisation varie selon la nature du produit femté (lait, ensilage, choux...)
(Okafor, 1977). Si l'acidification initiale n'estag assez rapide, certains germes
pathogenes ou indésirables peuvent se développillpanent, se maintenir et
faire dévier ou évoluer ultérieurement le prodyendant la période de
conservation. Pour cette raison il est recommarelés’dssurer que la phase
initiale d’acidification est suffisamment rapideypvoassurer une bonne qualité
microbiologique du produit. L'effet antiseptiquesdacides lactique et acétique
est lié a leur forme dissociée qui leur permet ti&an dans les cellules
bactériennes ou ils s'ionisent et s’accumulent sdosne de peroxyde
d’hydrogéne (HO,), autre antiseptique puissant contre les germésoganes
intestinaux (Perdigoet al., 1990). Svanbergt al. (1990), Svanberg (1991a et
1991b) ont réalisé des études spécifiques concetiediet de la fermentation
lactique sur la diminution d8almonella typhymuriunStaphylococcus aureus
Escherichia coli et Shigella disenteriae Les implications sur [I'état de
populations d’enfants alimentés avec des produitglacés apres fermentation
lactique indiquent des effets tres positifs de damientation lactique sur la
diminution des risques de diarrhées chez ces pomugainfantiles Svanberg
(1991a et 1991b).

Les bactériocines sont des protéines de petite @il des peptides ayant
des activités biologiques bactéricides ou bacti&iogies (Nout, 1989). La

biosynthése de ces bactériocines semble assez cwmnchez les bactéries
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lactigues. Des études ont montré que des bactgeesent synthétiser des
bactériocines actives non seulement contre d’aubeegéries lactiques, mais
également contre d’autres bactéries gram+, et sgldains, contre des bactéries
gram-, parmi lesquelles on rencontre des entérébastet germes pathogenes
(Shaack et Marth 1988, Nowt al., 1989 et Spelhaug et Harlander 1989).
Récemment des études sur les bactéries lactiqodagtrices de bactériocines, se
sont développées en raison de leffet trés margeélad nisine, une des
bactériocines les plus étudiées et aux effets racosur les germes pathogénes
du Groupe ded.isteria monocystogeng&iraud et al., 1995) Des recherches
actuelles sur la bioconversion du manioc s’orieinsein la recherche des bactéries
lactigues ayant une activité forte sur les ent&tdrees et potentiellement
importante pour un usage prophylactique en alintiemtanfantile (Giraudet al.,

1995).

[I-2-2- Les champignons (levures et moisissures)
- Les levures :

Les levures sont des champignons unicellulaires fmai ou partie de leur
cycle veégétatif. Certaines sont connues depuis plus siecle pour leurs
potentialités fermentaires vis a vis de I'amidon rdanioc (Chuzel, 1990). II
s’agit d’'un groupe hétérogéne qui d’'un point de tax@nomique, comprend une
trentaine de genres et prés de 200 especes (KvegeRij, 1984) fermentant

’amidon de manioc.
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Les levures utilisent préférentiellement les sucfesnentescibles du
tubercule du manioc notamment les di-, tri-, ouypatcharides apres hydrolyse.
L’invertase extracellulaire hydrolyserait le saadsg en glucose et fructose. Le
glucose libéré pénétrerait dans la cellule pamuditin facilitée mais aussi aprés
phosphorylation (Frankel, 1982). Les hexoses assimilés sont intégrés dans la
voie de la glycolyse apres phosphorylation par déexokinases et une
glucokinase (Frankel, 1982). La teneur en enzymesadellulaires va
conditionner les performances physiologiques darkes; notamment la teneur en
protéines totales et en glucosides cyanogénétigésisluelles du dérivé du
manioc fermenté par la levure. On obtiendrait ades chiffres allant de 30 a
65% de la teneur totale en protéines cellulairescaus de la production du gari
(Dufour et al, 1995). Westbhy et Twiddy (1992) utilisant des swms de
Saccharomyces cerevisiaemme levain, ont indiqués des résultats signifgca
concernant I'abaissement considérable du taux weogides cyanogénétiques et
de résidus cyaneés dans la farine de céréales naantanfarine de Sorgho (Esser
et Nout, 1989). Okafor en 1977, et Ejiofor et @ka{1981), indiquent la
présence defandida dans I'achévement des processus de dégradation des
composeés cyanes. Leur prédominance en fin de feath@m pourrait expliquer
leur présence sur des cossettes.

- Les moisissures :
Esser et Nout (1989) indiquent la prédominancendeisissures au cours

de la fermentation sauvage du manioc et affirmergligs seraient responsables
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de la couleur sombre du produit fini. Les moisissuisolées de ces produits
étaient principalemeriRhizopus spp., Mucor spp., Penicillium sppFusarium
spp Collar et Lévy en 1959 ont noté la prédominaneel’dspéceGeotricum
candidum en fin de fermentation. Celui-ci intervenant apreaction des
Corynébacterium manihpt pour achever la dégradation des glucosides
notamment favorisée par I'abaissement du pH etagidifierait encore plus le
milieu et favoriserait la production des cétoness @ldéhydes, et des esters.
Oyewole et Odunfa (1992) ont révélé que certaimasclees de moisissures
entrant dans la fermentation du manioc et plusipgéeentAspergillus sydowet
Fusurium esquisetproduisent la linamarase responsable de I'hydeolgss
glucosides cyanogénétiques. Outre leur rdle dansddtoxication, ceux-Ci
pourraient également intervenir dans I'améliorati®s qualités organoleptiques,
par la production des acides, cétones, aldéhydtstse. En effet, les racines
tubéreuses de manioc peuvent, moyennant un ceegie d’humidité, subir une
fermentation séche ou fermentation a l'air librett€ fermentation aboutit a la
réduction du taux de cyanures des cossettes etlabdration des propriétés
organoleptiques de la farine et autres pates (fpfofuites de cette maniére
(Oyéwole et Odunfa, 1992). L'importance des moigiss dans le processus de
fermentation a été établie (Yandju, 1989). Les esgucor muceolo, Rhizopus
nigricans, Aspergillus flavus LINK, Aspergillus arg Aspergillus amstelodami,

Aspergillus fumigatus, Aspergillus flavipes et Agpleis sparsus ramollissent

49



les tubercules ce qui peut entrainer dans certas$a séparation de I'amidon des

fibres.

[I-3 Etude biochimique du rouissage traditionnel de racines de manioc

Le rouissage du manioc est une fermentation laetgpontanée, effectuée
principalement en Afrique centrale (Braunetral.,1995). Elle est hétérolactique
et assez complexe, avec intervention d’'une micrefloomplexe d’especes
bactériennes (bactéries lactiqu€dostridies spp.etc) et probablememacillus
spp ou Klebsiella spp (Ogunsa, 1980 ; Okafost al., 1984 ; Ayernor, 1985,
Braumanret al, 1995).

Le procédé consiste a immerger dans de l'eau dg#sesade manioc,
entiéres ou prédécoupées, pendant trois a cing.j@urant cette fermentation,
les glucosides cyanogénétiques endogénes sont dédgrdes produits qui
participent au goUt du produit sont élaborés etdeses ramollies (Okafat al,
1984 ; Tinay et Beerens, 198©yéwole et Odunfa, 1990 ; Ammt al., 1994).
En Afrique Centrale, ces racines rouies sont pualeiment transformées en
foufou (farine de manioc) ou Chikwangué; (Tréech®lassamba, 1995).

Les principaux phénomenes biologiques et physicmicues de cette
fermentation sont assurés par une microflore saudagt la composition serait
gage de I'aspect du produit final (Raimbault, 1995)

Cette microflore est constituée de bactéries fetamss anaérobies

facultatives, parmi lesquelles, aprés deux joursfedmentation, les bactéries
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lactiques deviennent majoritaires (Oyewole, 19903s levures comme les

Candida spp ne semblent pas jouer un rble significatif damgduissage mais

leur importance croissante dans les derniers sthd@socédé pourrait influencer

la conservation du produit final (Okafor, 1977). jhd de I'eau de rouissage se

stabilise aprés 48 heures autour de 4,5 (Brawhah, 1995). Cette acidification
serait due a la production d’acides organiquesicjpalement le lactate, par les
bactéries lactiques (Braumahal.,1995). La pression en oxygene dissous baisse
trées rapidement jusqu'a 0,2mg/l ce qui permet tahation d’'une microflore
anaeérobie stricte telle que les Clostridies, qodprsent du butyrate (Giraust

al., 1995). La microflore fermentaire utiliserait comswbstrat carboné principal,

les oligosaccharides (sucrose, glucose et fructieség racine (Okafor, 1977).

Au niveau de la racine, le rouissage se caractpasérois transformations
essentielles :

- Une dégradation des composés cyanés endogenes decilze (la
concentration décroit de 400ppm dans la racineHeaia 20 ppm dans la
racine rouie) ;

- Une lyse importante des parois végétales due tidfacombinée de plusieurs
pectinases (pectinemethylesterase et pectate lyase)

- La production d’acides organiques (C2 a C4), ppal@ment du lactate et du
butyrate qui participent au golt caractéristiques deroduits finaux :

Chikwangue et Foufou.
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1l PRODUCTION ET CONSERVATION DES

MICRORGANISMES

l1I-1- Production de la biomasse.

Les microorganismes, en raison de leurs propriétégaboliques, sont
depuis fort longtemps utilisés par 'homme pour Bonér les propriétés
alimentaires des produits fermentés (Vlanou, 1985).

La production de biomasse vise plusieurs objedbfs :

-I'obtention des microorganismes;

-la production de composés sécrétés par les mgao@mes comme les
enzymes, les pigments, ou les toxines ;

-la production des métabolites comme les antibigts) les vitamines ou
les amino-acides ;

-la transformation biochimique de composés défiosnme celle de

certains stéroides ou du sorbitol pour la syntligskacide ascorbique.

l1I-1-1 Production des bactéries
Les travaux de Roberts (1985) ont montré la pdsgsild’utiliser pour
supplémenter la nourriture des animaux des cellldastériennes séchées,

notamment celles dée.coli, qui contiennent un taux élevé d’aminoacides
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renfermant du soufre (méthionine). Ces acides arsréient a un taux assez bas
dans les protéines d’origine fongique.

Toutefois, l'utilisation des protéines bactériemnpour |'alimentation
animale a induit I'optimisation des procedes tiaditels de production. On
utilise ainsi des fermenteurs et notamment I'wtien des cultures agitées, pour
la production de diverses bactéries notamment deids lactiques destinées au
réensemencement de la flore intestinale aprésinaitt par les antibiotiques et
méme la culture des bacilles lactiques destinésfabrication du yaourt et autres
laits fermentés. Pour ces productions, les ancenm@&hodes de culture en ballon
ou en fioles de Roux ont cédé la place aux méthddesilture aérées et agitées,
en cuve profonde maintenant classiques pour I&saoce des microorganismes
aérobies (McLennan, 1965). Les méthodes de cuttbménue sont actuellement
utilisées pour la production des cellules bactésnavec des rendements élevés
en biomasse (Malek, 1986). De plus la séparatiancddlules microbiennes a
bénéficié des perfectionnements des méthodes nexlete filtration et de

centrifugation.

lll — 1 -2 Production des levures

Il convient de rappeler, en premier lieu, que lesides espéces de levures
ont été, depuis longtemps déja, l'objet d’applmasi importantes dans les
industries alimentaires, notamment pour la produactie levures de boulangerie,

pour la fabrication de la biere, pour la fermewtatlicoolique (Vlanou, 1985).

53



L’obtention de quantités importantes de levuresc@urs de la fabrication
de la biere, a fait rechercher une utilisation desous produit. Les travaux de
Braude (1942) et de Reuser et Spencer (1957) agantré la richesse de ces
microorganismes en aminoacides essentiels, notatrendgsine et en vitamines
du groupe B, une expérimentation sur I'animal ecigee l'intérét d'utiliser ces
microorganismes comme supplément alimentaire (Retsgpencer, 1957).

Les principaux impératifs auxquels devraient répenes souches utilisées
dans ce but, selon Braude (1942) sont les suivants
- Croissance vigoureuse ;

- Possibilité d’utilisation des substrats variés ;
- Rendements éleves ;

- Résistance aux contaminations;

- Reésistance aux composeés toxiques ;

- Croissance a température élevée.

Les exigences nutritives et les composants degsumilde culture des levures
sont aujourd’hui parfaitement connus et outre cesoims nutritifs, les levures
exigent pour leur développement de I'oxygene. Queatrquoi I'on recommande
dans le but d’obtenir une biomasse importante, agration énergique et une
introduction de substrats sucrés, de maniére &réldxydation rapide de ce
dernier qui conduirait a la production d’alcool.

Les procédés mis en ceuvre pour la production desds appartiennent a

deux types (Vlanou, 1985) :
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- les procédés de production en cuves qui sorplliesanciens et qui ont atteint
un trés haut degré de perfectionnement.
- les procédés continus qui supplantent actuelletesrprocédés en cuves et qui

sont, en fait, un perfectionnement de ceux —ci.

l1I-1-3 Production des moisissures

Les moisissures cultivées sont utilisées poumtiahitation humaine depuis
le XVIliéme siecle. Vu leur importance comme soume protéines et de
vitamines, des études concluantes, ont montrédailpité de produire en cuves
le mycélium de divers champignons (Hunfeld et Shdgi 1982 ; Bloclet al..,
1983). La production est réalisée en 72 heurespees aérée et agitée de 75 m
sur milieu nutritif ne contenant que des sucregestéléments minéraux (Bloek

al., 1983).

l1I-2 Généralités sur la conservation des micro-orgnismes.

Il existe un large éventail de méthodes de consiervale micro-organismes
et il est difficile de choisir une méthode pour tmavail particulier. Toutes les
méthodes ont leurs avantages et inconvénientscpltis. Le choix de la
méthode pour une utilisation particuliére est sotid&terminé en rapprochant les
particularitts de méthode conformément aux besode [utilisateur.
Malheureusement, les problémes d’identification da taxonomie et de

classification d’un microorganisme ou spéciationts@ndus trés difficiles, car
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les cultures successives, pratiquées selon lesonethde la bactériologie
classique, entrainent presque toujours des var&fobus ou moins importantes
des caracteres du génotype (perte du pouvoir ptedycmodification des
caractéres morphologiques, apparition ou disparitiiorganites) (Roberts,
1985). Cette propriété particuliere qu'ont les manganismes de subir, au cours
des repiquages, de telles transformations ou v@mgtentraine, du point de vu
industriel, un énorme inconvénient. C’est la raispour laquelle, en
microbiologie, les méthodes classiques de trarssféfiétés sont abandonnées et
des méthodes de conservation convenables des soatHa stabilisation des
proprietés de ces microorganismes sont mises aunt pavec comme
préoccupation constante le maintien de la vigueuces souches (Harrigan et
Cance, 1976).

Trois méthodes particulieres sont surtout emplgyéeais aucune n’est

universelle. Seule I'expérience permet de détermoedle qui s’adapte le

mieux aux organismes dont on veut assurer la coaisen :

llI-2-1- La conservation a I'huile de paraffine

Cette méthode décrite par Larpent et Larpent-Gal@d985) consiste,
apres seélection sur un milieu solide ou liquidempganné pour éviter
I'acidification, a cultiver le microorganisme dates meilleures conditions de
température, de maniére a obtenir des germes emsepkla croissance

logarithmique et, dans le cas de microorganismesuss, des spores abondantes
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et parvenues a maturité. La culture ainsi obtersierexouverte d’'une couche
d’huile de paraffine d’environ 10mm d’épaisseur. peésence d’huile évite
I'évaporation de I'eau, ce qui empéche donc toarétion de la concentration en
substances dissoutes et toute variation de laipreesmotique, dangereuse pour
la vie du microorganisme (Larpent et Larpent-Godral®85). D’autre part, le
joint formé par I'huile ne permet qu’une diffusitneés lente de I'oxygene de l'air
dans la culture et le repiquage de la souche @emdrpas la destruction de la
souche-mere (Harrigan et Cance, 1976). Les sousihsstraitées sont stockées
au réfrigérateur a + 2°C et peuvent conserver Ipuwpriétés pendant plusieurs

années.

l1I-2-2- La lyophilisation

Elle consiste a porter rapidement a — 20°C urt petume de suspension
de germes, placés dans un tube de verre de patittlie et a dessécher sous vide
de l'ordre de 1/20 de mm de Hg, en fixant la vap&eau par un pieége a air
liquide ou a neige carbonique. Le tube de verrsi aioumis a la lyophilisation est
alors scellé sous vide et conservé au réfrigérggendant une durée de 1 a 20 ans
(Buttiaux, Beerens et Taquet, 1974). Ce procedésepté de nombreux
avantages: La destruction des protéines et desrawyges microorganismes est
réduite au minimum a cause de la rapidité du séchetgla concentration
indésirable des substances en solution est évdéegite réfrigération rapide.

Enfin I'emploi d’un vide poussé prive d’oxygenetti@osphére du tube.
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Afin d’augmenter les chances de survie des germascours de
I'opération, on ajoute a la suspension des colbfutetecteurs tels que le lait, le
sérum, le blanc d'ceuf, de la peptone, de la muecinges sucres. En effet, au
cours de la lyophilisation, un grand nombre de auoganismes sont tués mais la
proportion de survivants qui varie entre 5 et 30%cchiffre initial, permet aprés
addition d’eau stérile au lyophilisat, une mise aiture de microorganismes
ayant conservés toutes leurs facultés de croissaicdeurs propriétés
métaboliques. Cependant, cette opération entrairghenreusement la

destruction de la souche mere.

l1I-2-3- La stabilisation sur terre (stock soil culture)

Méthode la plus simple de toutes les méthodes desecgations de
microorganismes, elle s’applique surtout a la corag®n desStreptomycest de
certainsungi possédant des spores.

Dans ce procédé, décrit par Harrigan and Can&,6jlon utilise de la
terre de jardin, mélangée a 20% avec du sablé&t% de carbonate de calcium.
Aprés tamisage, ce mélange est placé dans desaudsesai a larges ouvertures, a
raison de quelques grammes par tubes et on st&iliautoclave, 8 a 15 heures a
130°C ou plusieurs stérilisations de 2 a 3 heureetée méme température.
L’addition d’'une petite quantité d’eau dans le tu@eant la stérilisation, permet
d’obtenir un meilleur séchage du mélange de soilest@preés évaporation de

'eau par passage au dessiccateur a vide, en peskuimn agent desséchant, les
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tubes sont bouchés au coton et paraffinés ou sc&lédce a ce procédé, on
assure la conservation convenable des microorgasigmendant une longue

période qui peut atteindre 20 années.

l1I-2-4- Maintenance de viabilité

Le mort de la cellule peut survenir pendant lég¢maent de conservation et
il peut y avoir de nouvelles pertes pendant lekstge, en fin de compte on peut
avoir des niveaux assez bas de viabilité (Rob&®85). Pour éviter la perte de la
culture il doit étre ressoumis au processus deezwaton. La méthode employée
doit réduire au minimum la perte de viabilité pemde traitement et le stockage

pour que les cultures une fois préservées survpemiant longtemps.

l1I-2-5- Changement de population par sélection

Une proportion des cellules dans une populatiant pgourir pendant le
processus de conservation initial et cela peufipanaon significatif a 'utilisateur
si des fortes concentrations de cellule sont aslisCependant, la réduction du
nombre de cellules viables peut résulter du chairel population résistante de
cellules survivantes et présenter la possibilit€liEngement des caractéristiques
de la culture préservée (Ludwékt al., 2003). La méthode de conservation doit
donc conserver le nombre le plus grand de celludsies pour que la population

survivante soit identique a I'originale aussi pgég possible.
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IV- MISE AU POINT DE STARTERS DE FERMENTATION

DU MANIOC

Quatre microorganismes difféerent8agillus subtilis, Klebsiella spp.,
Lactobacillus plantarunet Candida krusgiont été utilisés comme ferments pour
le rouissage des tubercules stériles de maniocoggeres (Oyewole, 1990). Le
réle de chacun des starters utilisés a été dégagpne étant principalement
I'acidification. Le plus fort taux d'acide produdt été obtenu par la souche de
Lactobacillus plantarumalors que les tubercules inoculés Barccillus subtilis
ont indiqué les plus forts taux de ramollissem@yegwole, 1990). Cependant, les
tubercules inoculés par chaque starter en cultusee, pont induit un
ramollissement meilleur par rapport a une fermentahaturelle. Les flaveurs
caractéristiques du manioc fermenté ont été obteauec la souche deandida
crusei Parmi les microorganismes utilisés au cours die &ude on a observé
aussi bien des activités spécifiques que compléairest au cours de la
fermentation. Dans le méme sehagtobacillus plantarun{GL 721) producteur
de linamarase et amylolytique, a été utilisée corstader en culture pure sur des
tubercules de manioc stériles (Oyewole et Odur@@1). Les résultats obtenus
ont indiqué une nette amélioration du degré d'&icalion, par rapport a une

fermentation naturelle aprés 36 heures seulemermtuigsage.
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Chapitre 2

SCREENING DES MICROORGANISMES A
POTENTIALITES FERMENTAIRES POUR LE MANIOC

|- Introduction

L’amélioration de I'étape de la fermentation du imandébutera par
I'isolement des microorganismes a utiliser comnrenémt. Le probléme majeur
de l'ensemble des starters mis au point ultérieargmest qu’elles sont
constituées de microorganismes venant d’autreeumilécologiques, ou isolés
d’autres substrats (Oyéwolé, 1990, Ofuya et Naiprfl989) ou issus de
manipulations génétiques (Giraatlal.,1995). Or le changement du substrat a un
impact sur la colonisation du nouveau substratafaation & ce dernier n’étant
pas toujours évidente (Bloe&k al.,1983). Dans le cas de notre travail le substrat
amidon de manioc est la source indiquée pour lherebe de ce type de
microorganismes. Braumaat al., (1995) ont signalés I'utilisation de cossettes de
manioc séchées dans certaines zones rurales diafrpmme ferment pour
accélérer la fermentation naturelle du manioc. @eéré particulier observé
consiste a introduire des cossettes de manioc féémau début d'une
fermentation naturelle. La durée du temps de fetatiem est alors ramenée a

trois jours au lieu de cing jours normaux Braureaal.,(1995).
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Il se pourrait donc que des microorganismes aydatfortes habilités a
transformer le manioc cyanogéne et capables deteésiux étapes de séchage sur
amidon de manioc comme support puissent étre isléstel milieu.

Dautre part des études ont montrées que linteeant des
microorganismes au cours de ces procedeés fermestsdr fait surtout par voie
d’exo enzymes (Sauceat al., 1990, Sokaret al.,1991). Ces exo enzymes étant

surtout : la-amylase, la R-glucosidase et des cellulases (Geaal, 1992).En

hY

effet, la production deso-amylases par les microorganismes a activité
amylasiques, contribuent a la dégradation et dwamstion de I'amidon
endogene en sucres métabolisables par les badt@iresidet al., 1992, Kéleké
Kimpolo et Brauman, 1995). Les bactéries produesride 3-glucosidase, enzyme
capable de dégrader les glucosides cyanogénétiguesours d’'un rouissage
contr6lé du manioc, participent aux processus dgagi@tion de la linamarine
endogene et contribuent ainsi a la détoxication ntanioc au cours de la
fermentation naturelle (Brauma al., 1995, Agbor Egbet al.,1995). Enfin, les
pectinases contribuent au ramollissement de laepdépmanioc en fermentation
(Ampe, Kéléké, Robert et Brauman, 1995). Malhewment, cette activité
enzymatique réelle des microorganismes au courka dermentation demeure
encore controversée (Amund et Ogunsa, 1987, Getaat, 1991) car non encore
évaluée quantitativement. Il se pourrait que pdesmimicroorganismes présents
dans le manioc, certains soient capables de peduirquantité suffisante, les

enzymes nécessaires a la bioconversion des tubsrdelmanioc.
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Les objectifs de cette premiere partie du travsalont de trouver une ou
plusieurs souches qui répondraient le mieux alhérgifits critéres sus énumeres,
et réaliser une évaluation quantitative de la petido des enzymes par quelques-

uns de ces microorganismes les plus intéressantes.

lI- Matériel et méthodes

1- Echantillonnage

Les isolements ont été réalisés a partir des dessde manioc séchées,
achetées sur les marchés locaux a savoir Ngaoyntéeianga, Batouri,
Bamenda, Obala, Nkongsamba et Tibati (IRA, 198AvifGn 2 kg de cossettes
ont été prélevés a I'étalage de vente de mani@aate et introduite dans des
sachets en plastics. Les échantillons ainsi r&atisé été emmeneés rapidement au
laboratoire pour analyses.

L’évaluation de la production des enzymes par lésraurganismes est
réalisée sur du manioc de variété TMS 2425 cyarmgéns tubercules ont été
fraichement prélevés dans les champs d’expérimensatie I''RAD (Institut de
Recherche Agronomique pour le Développement) CerfRégional de
Ngaoundéré. Les tubercules délicatement détertédténntroduits dans des sacs

en plastique tressés puis rapidement transportibatatoire pour utilisation.
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2- Isolement des micro-organismes.
2-1 Milieu d’'isolement

Environ 1kg de cossettes ont été prélevées de neamléatoire sur les
marchés énumérés un peu plus haut, a I'étalagerde.\Des lots de 100 g ont éte
réalisés puis chaque lot introduit dans environ 80@'eau peptonée stérile. Les
échantillons ainsi préparés ont été agités vigameent manuellement, jusqu’a
désagrégation compléte des cossettes de manioclaldiasiide de dilution de
maniére a avoir une solution laiteuse. Cette smiudi été ensuite placée au bain-
marie sous agitation a 30°C pendant 18 heures, déinpermettre une

revivification des micro-organismes.

2-2 Isolement

Les analyses microbiologiques ont été realiséesesigchantillons par les
méthodes classiques de dénombrement apres dildtémishales (Buttiauet al,
1974).

Les bactéries lactigues ont été isolées sur mijélosé MRS dans la
masse, tel que décrit par Shagteal. (1966). Les boites ont été incubées a 32°C
pendant 24 a 48 heures. Les colonies isolées érgcéimises aux observations
microscopiques a I'état frais puis a I'état col@ma Gram). Un test a la catalase a

I'aide de I'eau oxygénée a été réalise.
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Les levures et moisissures ont été isolées sueumnjjélosé de Sabouraud et
PDA respectivement, I'ensemencement a été réalisésweface par stries
transversales et les boites incubées a 30°C peldaat72 heures (Harrigan et
Mc Cance, 1976). Les colonies bien isolées ont gnki coloration au bleu de
méthyléne et des observations de la morphologie &gt entreprises au
microscope a l'objectif X 40. Les Bacilles gram iifs et catalase négative
(Caractéristique différentielle de base des gebaesobacillug, de méme que les
champignons présentant des spores, des filameraslierys ont été retenus pour

la suite du travail.

3- Sélection des micro-organismes : Production quédtive des enzymes.

3-1 Sélection des micro-organismes a activité amyjtique.

La recherche des micro-organismes amylolytiqueséaréalisée sur les
souches précédemment isolées, selon les méthodeesigar Olukoya, (1995).
Les Lactobacillus productrices d’amylases ont été sélectionnéesrg@quage
des colonies de bacilles gram positif et catalaégative, sur milieu MRS
additionné d'amidon soluble a 1% et d’actidionrieG25g/| comme inhibiteur de
champignons, susceptibles de se développer sur #RS8igan et Mc Cance,
1976). L'incubation a été realisée a 30 °C pendkhtheures. Les levures et

moisissures amylolytiques ont été selectionées milieu PDA additionné
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d'amidon soluble & 1% et de Chloramphénicol a @l08gmme inhibiteur de
bactéries. Les boites ont été incubées a 30°C peda 72 heures.

Apres incubation, une solution de lugol a été visger a la surface de
toute la boite, et les colonies a halo clair aurfpan ont été retenues, et

considérées comme productrices d’amylases (Oluki®&6) (photo 4).

3-2 Sélection des micro-organismes a activifeglucosidase

La recherche des micro-organismes producteurs mgmhrase a été
réalisée par ensemencement des isolats purifiesmiieu gélosé MRS, ou
Sabouraud additionnés de linamarine a 1% et datpi@icalin a 0,01%, comme
capteur de cyanure libéré (Okafor et Ejiorfor, 98B0 ml de milieu sont
introduits dans des tubes a vis de 40. L'ensembtestrilisé et refroidi a
température ambiante jusqu’a la prise en massemigsorganismes sont alors
ensemenceés dans la masse par piqlre centrale. ABrasures d’incubation a
32°C pour led.actobacilluset 72 heures a 30°C pour les levures et moisissure
les tubes présentant un développement de coloratire au pourtour de la

piglre centrale ont été considérés comme a acfivglécosidase (photo 3).

3-3 Sélection des micro-organismes a activité peatilytique
Le screening des micro-organismes producteurs dinpses a éte réalisé
selon la procédure de Brisou (1971) telle que ngifr Starret al,. (1977).

Cette méthode a été encore modifiée en utilisatd délose MRS sans glucose et
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extrait de viande pour ldsactobacillesou du PDA sans glucose pour les levures
et moisissures, mais en utilisant 14g/l de Pedi@rndsted RS 4006 DM 74 %
de pureté) et du bleu de bromothymol a 0,05 %, cenmdicateur coloré. Les

milieux ont été stérilisés a 121°C pendant 15mmeudlisation.

4 |dentification

Les souches montrant de réelles caractéristiqpesdalire un ou plusieurs
des enzymes recherchées a savoir les amylasgsedisases, et la linamarase,
ont été sélectionnées et repiquées en tubes daisred5 a 20 ml de bouillon
MRS, incubé a nouveau a 30°C pendant 24 a 48 heuoes les bactéries
lactiques, et sur milieu PDA incubé a 30°C pendéhta 72 heures pour les
levures et moisissures (Harrigan et Mc Cance, 1976 identifications ont été
réalisées a partir des isolats conservés au faaigé&ose inclinée. Les analyses

suivantes en vue de leur identification ont été&dcites :

Examen microscopique, pour veérification de la pairett la morphologie des
souches) ;

- Modbilité ; Formation de spores ;

- Test a la catalase (test confirmatif du screenmgaire) ;

- Coloration de Gram (test complémentaire au scrggmimaire);

- Incubation a 15°C, 20°C, 30°C et 45°C ;

- La fermentation de diverses sources de carbondil(feomentaire), a été

réalisée sur les mémes souches purifiées, a Badeyaleries APl (APl 5030
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strips Biomerieux France, pour les levures et rasigies, et APl 50 CH N°
5030 strip, Biomerieux charbonniéere, bains Frarme pesLactobacilliaceq.
Chaque souche a été identifiée selon le schémemdisatoire de Kandler et

Weiss (1986) et, Hammes al., (1992).

5- Evaluation de I'activité enzymatique.

5- 1 Préparation du matériel végétal

Les tubercules fraichement prélevés dans les chaligxpérimentation
ont été lavés et seuls les tubercules non attguaréles maladies ou non blessés
ont été sélectionnés. Les tubercules sélectionnésté délicatement pelés a
l'aide d’'un « cutter », de maniere a ne pas blesspulpe du tubercule. La pulpe
ainsi préparée a été a nouveau lavée puis decaumpéessettes d’environ 10 cm
d’épaisseur. Elles ont alors été stérilisées paentiaminutes avec du chlorure de
mercure a 1% dans I'éthanol a 70 % (Okadbal., 1984) puis, rincées dans de
'eau distillée stérile. Les cossettes ont été gadaroyées a l'aide d’'un broyeur

de labo (Robocoupe Il) jusqu'a obtention d’'une pate

5- 2 Préparation des inoculums

Des précultures de microorganismes isolées efigmsiont été realisées

sur milieu & base d’amidon de manioc de compossgiovante :
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I P Oy 8,79
IMOSOs ettt 0,1g
NHANOs 0,059
HoO diStillée ....eee i e e gsp
1000ml

NB : La farine de manioc tamisée a été préparéartr mes tubercules frais
découpés en cossettes seéchés a I'étuve a 105°@metiheures, puis broyés et
tamisés a l'aide d’'un tamis de mailles de 0,1mm.

Le milieu a été préparé separément: la farineéadduée dans 500ml
d'eau et stérilisé par filtration (car une stéatisn a la chaleur induirait une
cuisson de 'amidon qui aurait pour effet de maudife milieu de pré culture que

nous voulons assez proche du milieu naturel qlissidon cru de manioc).

Les autres ingrédients ont été dilués dans 500sdul’puis stérilisée a
121°C pendant 15 minutes, refroidis et mélangés farine de manioc dissoute,
précédemment stérilisée.

A environ 100ml de ce milieu, deux anses de miganismes purifiés ont
été inoculés, soit environ i@fc\ml (Brisouet al., 1971). L’ensemble a été
incubé a 30°C pendant 18 a 24 heures poutdetobacillus,et a 25°C pendant

48 a 72 heures pour les levures et moisissures.
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5- 3 Ensemencement et conduite de la fermentation

Les précultures précédemment réaliséesufidlg de bactéries lactiques,
10°cellules/g pour les levures et*dpores/g pour les moisissures ont été malaxé
individuellement avec la pate de manioc stériles taex ont été choisis afin de se
rapprocher le plus d’'une fermentation naturelle tanilaires aux proportions de
différents types de microorganismes détectés auscolune fermentation
naturelle par Oyéwolé et Odunfa 1988). L’ensembiestitué par le ferment et la
pate a rouir sont introduits dans des erlens dend50

Les échantillons inoculés par les bactéries laeSqunt été incubés a 32°C. Les
échantillons inoculés par les levures et moisissarg été incubées a 30°C.

Le pH a été réglé a 6,9 pour les bactéries lactigiéx 5 pour les levures, par
addition de NaOH 0,1N ou de HCI 0,1 N selon queplt initial a été acide ou
basique.

Toutes les fermentations ont été conduites pend®htheures et des
prélevements ont été effectuées toutes les 12 hipore les analyses biochimiques et

enzymatiques.

6- Extraction et dosage des enzymes

6- 1 Préparation du matériel d’analyse et extractia partielle des enzymes
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100 g de pate en fermentation ont été remis enessgm dans 100 ml
d’eau distillée stérile a 30°C puis, centrifugé 20@pm pendant 10 minutes.
(Ampe et Brauman, 1995).

L'extraction partielle des enzymes a été réalisélmn le protocole décrit
par Ampe et Brauman (1995), par une centrifugaai@900rpm pendant 30mn. A
100ml de surnageant de centrifugation, 80ml de temrgitrate ont été ajoutés et

I'ensemble conservé a 4°C pour la suite des exbras:t

6 -2- La linamarase (EC : 3.2.1.21)

L’activité de la linamarase a été évaluée par lthode décrite par Giraud
et al.,(1992). Cette méthode comporte les étapes suwante
- Extraction

100ml de surnageant de centrifugation précédemmamservée ont été
mélangés a 300 ml de solution tampon acétate MOl mélange a été ajusté a
pH 5,5 puis filtré a travers un filtre de Kieselghlue filtrat d’aspect limpide a été
conservé a 4°C pendant 16 heures puis, dilué danswblumes d’acétone a 0°C.
Le mélange a été constamment agité pendant 2 hdanssun bain marie agité
puis centrifugé a 2000rpm pendant 5mn. Le précieté pale qui apparait a été
repris dans 10 ml de tampon acétate 0,1 M puisetvésa 4°C. Le surnageant a
été recueilli et & nouveau dilué dans 2,3 voluniasétione a 0°C et le précipité

de linamarase résiduel formé a été récupéré paifagation a 2000rpm pendant
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5 minutes, puis additionné au précipité précédeliersemble conservé a 2°C

pour dosage.

- Dosage

L’activité de la linamarase précédemment extraitéié déterminée par la
capacité de I'extrait a dégrader le substrat chgagme PNPG (P-nitrophenol-3-D
glucopyranoside) et en mesurant I'apparition du.CNO pl d’extrait, ont été
mélangés a 100ul de linamarine a 50mM dilué dansuspon citrate 0,1 M (pH
6). A intervalles de temps réguliers (1 minute)ub@e NaOH 0,1M ont été
ajoutés pour stopper la réaction, et 'ensembleseoré a 4°C. Le cyanure a été
libéré par addition de 50ul de,$0, 2N et 850ul d’eau distillée a chacune des
aliquotes. L’absorbance a été mesurée a 400 nrpeantrephotometre (Beckman
modele 25 ). Une unité enzymatique a été définfanse la quantité d’enzyme

(extrait) libérant 1pmol de Clgar minute a 35°C.

6 -3- Les pectinases
- Extraction : Elle est réalisée selon la méthode de Amipal, 1995.

80ml de solution tampon citrate 0,1M pH 6.5 ont @t@utés a 100ml de
surnageant pré extrait, puis centrifugée a 2000stqendant 30 mn. Le
surnageant a été recueilli, 'activité enzymatiqosée.
- Dosage(Braumaret al.,1995)

La pectinehydrolase (EC 3.1.1.11),
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L’activité pectinehydrolase, EC 3.1.1.11), a étésumée par titration de
1ml d’extrait dans la pectine a 1% a 30°C par dCINa1M la réaction a été
stoppée par du NaOH 0,01M . Une unité enzymatiqéeéadéfinie comme la

neutralisation de 1 pmol de CO@inute a 30°C.

La polygalacturonase (EC 3.2.1.15)

L’activité polygalacturonase est mesurée par lahowd de Staret
al.,(1977). La polygalacturonase (EC 3.2.1.15), eslu&e par viscosimetrie. A
40 ml de pectine a 1% dans 100mM de tampon acgthitd,7), 0,5 ml d’extrait
est additionné. La réduction de la viscosité estsainesurée a 25°C a l'aide d’'un
viscosimetre de marque PNR 100. L'unité enzymatopreespond a la libération

d’1 pmol d’hexose/minute.

6 -4- 'a-amylase (EC 3.2.1.1).

L’activité amylasique a été évaluée par la méthdeleAmpeet al.,1995.
Cette activitéa été dosée par ajout de 0,1 ml d’extrait a 0,&Iomhe solution
contenant 1% d’amidon soluble (sigma) dans un tangioate phosphate 0,1 M
pH 6,9. La réaction a été stoppée par addition,tlev d’acide sulfurique a 2N.
L'amidon résiduel a été dosé a différents tempscdbations a 30°C par ajout de
0,1 ml de I'’échantillon convenablement dilué a & de réactif iodo-ioduré
(Oteng-Gyang, 1979). La densité optique du complexe formé a été lue a 620

nm. Une gamme étalon d’amidon soluble allant de1® &/l, a été réalisée en
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paralléle pour chaque série de mesures. Une umatgraatique (UE) a été définie
comme étant la quantité d’enzyme nécessaire arityse de 10 mg d’amidon en

30 minutes a 30°C.

7 - Dosage des sucres résiduels
7 -1- La linamarine. La teneur en linamarine résiduelle a été évaluéelgpa
méthode de Sylvestre et Arreaudeau, (1983)
100ml de surnageant de centrifugation ont été pldeés un erlen de 250
ml, puis ajusté a 150 ml par de l'eau distilléaiéL’ensemble a été laissé a
température ambiante pendant 4 heures au termedaEsqune filtration a été
réalisée a l'aide du papigvatmann® 5. Le filtrat (environ 150 a 160 ml) a été
recueilli dans une solution de soude a 2,5%. A PBexdistillat, 2 ml de solution
de NH,OH 6N et 2 ml de solution d’iodure de potassium &6 été ajoutés, puis
'ensemble titré a I'aide du Nitrate d’Argent (AgN)0,02N jusqu’a virage. Le
calcul de la teneur en linamarine résiduelle aé&ésé par la formule suivante :
Q =V(en ml AgNQ ) X 1,08. Avec:

Q =quantité de linamarine ; V = chute declte.

7 -2- L’amidon :
L’amidon résiduel a été dosé par la méthode de @®&yrang, (1979) sur
0,1 ml de surnageant de centrifugation dont le p¢iéaramené a pH 6,9 par un

tampon citrate phosphate 0,1 M. Aprés quelques tesndiincubation a 30°C, 0,1
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ml de I'échantillon convenablement dilué a 2,4 mlrdactif iodo-ioduré a été lu
au spectrophotometre a une densité optigue de &20Ume gamme étalon
d’amidon soluble allant de 0 a 10 g/l a été réadiséarallele pour chaque série

de mesures.

8- Suivi de la croissance microbienne
8 -1 Dénombrement direct sur cellules

Un millilitre du broyat avant centrifugation a gtéélevé et des dilutions
appropriées ont été effectuées dans une solutidnedede méthyléene a 10 %.
Aprés 10 minutes d’incubation a température ambjdatmélange a été introduit
sous lamelle, sur une cellule de Malassez, un dbremment par comptage direct
des levures a été realisé au microscope a faildesmgsement (X 40). Les

résultats ont été exprimés en cellules par mil{i@ell/ml).

8 -2 Dénombrement sur milieu sélectif solide

0,1 ml du concentré a été ensemencé dans la masgelose MRS pour
les bactéries et incubé a 37°C, pendant 48 heloesaue les moisissures ont été
ensemencees sur milieux PDA en surface et incub88°gendant le méme
temps. Le dénombrement a été alors réalisé patggara I'aide d’'un “coulters”
électronique, les résultats obtenus, ont été ntiekigoar les facteurs de dilutions

correspondants et exprimés en unités formants isslquar millilitre (ufc/ml).

75



Manioc Cyanogéne
Variété TMS 3001

l

Pelage

Découpage en dés

;

Cossettes de manioc

l

Stérilisation a I'alcool iodée

\ 4

BROYAGE

'

Pate de manioc

l

FERMENTATION

l

A 4

A 4

Suivi de la biomasse

Dosages enzymatiques

l

Dosage des sucres résiduel

192)

Fig.1: Schéma du procédé d’évaluation de la pradluctes enzymes
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lll- Résultats

1- Les bactéries lactiques des cossettes de manioc.

Une centaine de souches de bactéries lactiquedéidolées des cossettes
de manioc parmi lesquelles on avait 13 espéceegréeliffes. La majorité de
bactéries lactiques ont étés isolées sur les dtbastprovenant de Ngaoundére
(30 %) et Batouri (23%), Meiganga (20%), Obala (b%kongsamba (15%) et
Tibati (7%). Les échantillons provenant de Bameméacontenaient pas de
bactéries lactiques. De ces 13 espéces, on a sBrad¥ de Thermobacteriums,
30% de Streptobacterium et 10% de Bétabacteriumarsiula classification de
Dolczil et Kirsop (1977), Larpent et Larpent-Gowta(.985) sur la base de leurs
températures et leurs profils fermentaires (GaderidPl 50 CH). Les
caractéristiques primaires de quelques-unes s@sngtoupes sont présentées
dans les Tableaux 1, 2 et 3. L'identification desches selon les codifications du
“Bergey’s manual’, du manuel d’identification APIOGH N° 5030 (Strip,
Biomerieux Charboniere, Bains France), et suivardlassification taxonomique
de Kandler et Wiess (1986), et Hamne¢sl. (1992), nous ont permis d’identifier
des souches suitd_actobacillus cellobiosus, Lactobacillus casei subgseudo
tropicalis, Lactobacillus sake, Lactobacillus butgas, Lactobacillus brevis,
Lactobacillus coprophilus, Lactobacillus plantarurbactobacillus fermentum,
Lactobacillus alimentarus, Lactobacillus gasseriactobacillus delbrueckii,

Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus brevis,dtabacillus hilgardii
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60% des souches dactobacillusisolées des cossettes ont une activité

amylolytique (photo 4) alors que 46,66% ont unévaét3-glucosidase (Photo 3)

et environ 53,33% ont une activité pectinolytyque.

B
|
i

J O pdm [l

DessinRhizopus oryza€X100) (A) et photographie au microscope électaria

balayage déactobacillus plantarun{X10000) (B)
Dessin de Heinz JM et Photographie de Djoulde PUtyversity S.A 2003
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Tableau 1: Caractéristiques de quelques Streptefacts isolés des cossettes de

manioc.
Qo
>
g ) o
3] S o 2 o Y
© = o 9 o - = ¢ 9 9
I 28228828288 g o
o 5 25 8 @ 0 g € ¥ & £ E 2 g
T o 29 = 8 58 £ c 2 = £ g Q O
S n £E 8 o 8@ § 8 8 0 & ® £ 2 =
< W < <« OO0 a0 =2 =2 =2 =2 0@ xx e X
L.caseicasei L+ + + - - + + 4+ + + - - - 4+ -
L. plantarum DL + + + + + + + + + + + - + +
L. sake DL+ + + + + + + - - + - + + -
L. L+ + + + + + - + - - - - - 4+ -
alimentarius
Tableau 2: Caractéristiques de quelques-uns demdbacteriums isolés des
cossettes de manioc.
[<B)
>
=] 2 o A
Q = Q Q
© T 3 9 = 2 S u
3 2852238282338
T 2223 g £ &8 355 g <
S ®» £ © ® § 8 8 9 © o & ©
< W< O O a4 === ununun F
Lactobacillus acidophilus DL + + + + + + - + + - + +
Lactobacillus bulgaricus D- - - - - + - - - - - - -
Lactobacillus delbruekii D- - - + - - + - - - - + +
Lactobacillus gasseri DL + + + + + + - + + - 4+ +
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Tableau 3: Caractéristiques de quelques-uns desbdmeriums isolées des

cossettes de manioc.
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c & € 0 = v - @« o o
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w o uw £ 8 o = T 2 2 o 2

w v »w = 9D 5§ < | a £ w 9

= = = 9 > =2 c QL = E o ©

S & P ® £ T 8 ¢ O ©@ = 2

O 0O 0O €« <« O =2 =2 =2 @ x O
Lactobacillus cellobiosust + + + + + + - + + + 4+
Lactobacillus brevis + + - + + - + - + + += +
Lactobacillus fermentum- + + + - + - - + + £+ 4+
Lactobacillus hilgardii - + + - - + + + + - + +
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Photo 3: Test qualitatif d’activitép-glucosidase de gauche a droite:
Lactobacillus fermentum, Lactobacillus sake, Laatolius plantarum,
Lactobacillus cellobiosus, Saccharomyces cerevjisit@zopus oryzae (Photo
Willie et Djoulde ENSAI 1999)

Photo 4: Test qualitatif d’activité-amylase. En haut de gauche a droite :
Lactobacillus plantarum, Lactobacillus gasseri, t@wacillus fermentuntn bas
de gauche a droiteAspergillus flavus, Rhizopus oryzae, Aspergillusifjatus.
(Photo Willie et Djoulde ENSAI 1999)
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Tableau 5 : Production qualitative des enzymedgsaiactobacilles isolés

Microorganismes

Enzymes

a- B- Pectinehydrol Polygalact Pectine

amylases glucosidase ase uronase lyase
Lactobacillus cellobiosus+ + ++ + +
Lactobacillus caseli

subsp. pseudo tropicalis - - - - -

Lactobacillus sake + + - - +
Lactobacillus bulgaricus - - - - -
Lactobacillus brevis - - - - +
Lactobacillus + - + + +
coprophilus

Lactobacillus plantarum ++ ++ + - +
Lactobacillus fermentum+ + - + ++
Lactobacillus + + + + +
alimentarus

Lactobacillus .gasseri - - + - -
Lactobacillus delbruekii - - - - -
Lactobacillus acidophilust+ - + + +
Lactobacillus hilgardii - - + - +

++ : forte activité (diamétre auréole supérieudd®am)
+ : Activité moyenne (diamétre auréole compriseeebt10 mm)
+ : Activité intermédiaire (diamétre auréole comeristre 1-5 mm)

- . Activité nulle (pas d’auréole)
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2- Les levures et moisissures des cossettes de roani

Parmi tous les micro-organismes isolés, de noaréitlons une vingtaine
appartiennent au groupe des levures et moisissRaesi eux, 10 % proviennent
des échantillons de Ngaoundéré, 27% des échastilienBamenda, 12% des
échantillons de Batouri, 5% des échantillons degsllega, 15% des échantillons
d’'Obala, 17% des échantillons de Nkongsamba, 149@deantillons de Tibati.

Les identifications menées, nous ont permis dermgpie les levures de
genresSaccharomycegt Candida ont été prédominantes parmi les levures et
moisissures. On notera ainsi la présence des esmEremeSaccharomyces
cerevisiag Candida tropicalis Candida pseudotropicalis, Candida krusei,
Geotrichum candidum(Tableau 6). 67% des levures ont une activité
amylasique, 17% une activifeglucosidase, et 53% une activité pectinolytique.
Parmi les moisissures, les espedehbizopus nigricans, Rhizopus oryzae,
Aspergillus flavus,, Aspergillus niger, Aspergilfusnigatus, Aspergillus flavipes
et Aspergillus sparsusont été isolées et identifiees. 35% ont une @hétin-
amylasique, 25% une activifg¢glucosidase et 75% une activité pectinolytique

(Tableau 6).
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Tableau 6 : Production qualitative des enzymesl|gmrlevures et moisissures

isolées des cossettes de manioc

Microorganismes

Enzymes

a- B- Pectine Polygala Pectine

amylases glucosidase hydrolase cturonas lyase

e

+ - + - -
Saccharomyces
cerevisiae
Candida tropicalis ++ + + + +
Candida + - - + .
pseudotropicalis
Candida krusei + - - + +

+ - - - +
Geotrichum candidum
Rhizopus nigricans + - - - -
Rhizopus oryzae ++ ++ ++ + +
Aspergillus flavus - - - + -
Aspergillus niger + - + - -
Aspergillus fumigatus - - + - +
Aspergillus flavipes - - - + +
Aspergillus sparsu - - + + -

++ : forte activité (diamétre auréole supérieudd®amm)
+ : Activité moyenne (diamétre auréole compriseeebt10 mm)
+ : Activité intermédiaire (diamétre auréole comeristre 1-5 mm)

- . Activité nulle (pas d’auréole)
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3—Activité enzymatique des souches sélectionnées

- Les amylases:

Les cinétiques d’activité amylolytigue sont glalaknt similaires aux
cinétiques classiques de production de métabolite ane phase de latence, une
phase d’accélération, dont la durée varie selon desmes, une phase
exponentielle avec acceélération constante, et égerés phases stationnaires
(Fig.2.A,B,C).

Les bactéries lactiques présentent globalementadésités variant de
5000+100UE/I observés cheéactobacillus fementura 18000+500UE/I observés
chez Lactobacillus plantarumOn notera que pour la souche ldectobacillus
plantarum meilleure souche a activité amylolytique la phdedatence dure 36
heures a 48 heures (Fig. 2 A). Cette durée dedagpti’adaptation est précurseur
d'une phase d’accélération et d’'une phase expaientiynamiques, en effet
dans le cas deactobacillus plantaruma phase exponentielle va de 24 heures a
60 heures, temps au bout duquel, I'activité amglasise stabilise autour de
16000+300UE/I a 17000+£500UE/I. Chez toutes les drures bactéries la phase
exponentielle ne dure que quelques heures avecopiiEmums d’activités a
1500+300UE/I.

L’especeRhizopus oryzaedonne les meilleurs résultats avec une activité
de plus de 10000+1000UE/I apres 12 heures seulesmmstque toutes les autres
souches de champignons n’atteignent pas ce résnéate apres 96 heures de

fermentation, temps au bout duquel on a chez la en@&wuche, pres de
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20000+500UE/l. On observe néanmoins, que les bastictiques ont des taux
variants de 5000UE/I a 18000UE/l. On note global@mene similitude entre
'augmentation de I'activité enzymatique et la detation de 'amidon (Tableau
8) ce qui laisse suggérer un effet dex-#mylase produite par les
microorganismes sur la dégradation de I'amidon dmiat. Les corrélations
entre la dégradation de I'amidon et 'augmentatdmn I'activité enzymatique
observée (Tableau 8) indiquent que la dégradatienl’amidon est liee a
'augmentation de I'activée dedl>amylase produite par les microorganismes. Ces
observations ont été confortées par le fait quariesleurs taux de dégradation
ont été obtenus avec la soucheRlgzopus oryzgeavec une digestion presque
compléte apres 36 heures de fermentation avec wn résiduel d’amidon de
I'ordre de 0,5+0,08mg/g (Fig. 2 B et D).

La dégradation de I'amidon de manioc par les migaonismes indique
globalement une dégradation plus rapide dhazobacillus plantarumRhizopus
oryzae que chez les autres microorganismes (Tableau Of). notera
particulierement l'activité de I'espé&thizopus oryzaqui en 12 heures de temps
métabolise environ 70% d’amidon et en 24 heures @ee85% (Fig. 2 D), alors
gue les espéces telle g@andida tropicalisn’accedent aux mémes résultats
gu’en un temps un peu plus long (72 heures). Legamicroorganismes ont des
activités globalement plus lentes et moins densess mvec des taux de
dégradations non négligeables (Fig. 2 C). La soueheactobacillus plantarum

dégrade jusqu’a 75% d’amidon en 72 heures de fdatien alors que les autres
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bactéries atteignent difficilement ce taux. Letigues d’activitéx-amylase, et
de dégradation de I'amidon de manioc varient cependelon les souches
(Tableau 7), on ne note pas des cinétiques typgsdFTableau 7).

Les observations au microscope électronique a agéaydes granules
d’amidon au cours de la fermentation par la sowdkeactobacillus plantarum
indique une digestion presque totale des granples& 2 heures de fermentation
on notera aussi que cette digestion est dépendani@ croissance microbienne
au cours du rouissage (Photo 5) ce qui indique Iquévité a-amylase et la

dégradation de I'amidon sont liées a la croissamiceobienne.

v
-~
o

36 heures 48heures 72 heures
Photo 5: Dégradation d’'une granule d’amidon pasdache dd.actobacillus

plantarum
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Tableau 7 : Equations de Cinétiques de dispardessubstrats (Amidon et linamarine) selon les@oigyanismes.

Lactobacillus Lactobacillus Lactobacillus Rhizopus oryzae Saccharomyces Candida tropicalis
plantarum fermentum cellobiosus cerevisiae
Cinétique dey=-0,001X+0,0098 y=-0,0008X+0,018 y=-0,0006X+0,009 y=-0,0008X+0,006 y=-0,0007X+0,01 y=-9 10X+0,009
dispariton ~ R*= 0,8893 R?= 0,9806 R’= 0,9692 R?=0,5279 R?=0,9763 R?=0,7982
d’amidon
Cinétique dey=-14,3X+103,8 y=-8,78X+127,88 y=-8,63X+112,3 y=-7,60X+117,93 Pas d'activité Pas d’activité
disparition deR?= 0,7827 R?= 0,812 R’= 0,7259 R’= 0,9846
linamarase

NB : Les équations des cinétiques ont été déterniad’aide du logiciel DACSL (Agin et Blau, 1982).

Tableau 8 : Corrélations entre I'activité des enggrat les substrats dégradés (P<0,05)

Lactobacillus Lactobacillus Lactobacillus Rhizopus oryzae Saccharomyces Candida tropicalis
plantarum fermentum cellobiosus cerevisiae
a-amylase etr=0,97 r=0,92 r=0,97 r=0,93 r=0,90 r=0,85
amidon P<0,05 P<0,05 P<0,05 P<0,05 P<0,05 P<0,05
B-glucosidase r=0,90 r=0,80 r=0,38 r=0,82 Pas d’'activité Pas d’activité
et Linamarine P<0,05 P<0,05 P<0,05 P<0,05
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Fig. 2 : Activité amylolytique (A et B) et dégradat de I'amidon de manioc (C et D) au cours du teqar les souches
sélectionnées

7C



- LaR-glucosidase :

L’activité R-glucosidase des microorganismes, dkrbant ne suit pas
comme pour B-amylase une cinétique classique de production é@bolite,
ici on observe pas de phase d’adaptation quelguéesgerme incriminé (Fig.
3 AetB).

La souche delactobacillus plantarumprésente une activité [3-
glucosidase meilleure, parmi tous les microorgaasnsolés (levures et
moisissures compris) avec une activité de 1200+a@dde CN/minutes, en
12 heures de fermentation soit un total de 864000ftthol de CNlibérés. A
partir 48 heures de fermentation, la méme souclsepte une vitesse de
libération des ions CNde 'ordre de 2000£300pumol de Giinute (Fig. 3 A
et B). La souche deactobacillus cellobiosudont les vitesses de libération de
CN des tubercules de manioc vont de 1000+100umol N&mhutes a
1400+£100umol de CMmninutes, semble aussi étre intéressante du peintid
de la production de I3-glucosidase.

L’activité B3-glucosidase a été globalement moingdrtante chez les
levures et moisissures que chez les lactobacHigs 8 A et B).

On note une similitude entre I'activité de la Ragisidase et la disparition
de la linamarine (Tableau 8) avec globalement wtigi plus accentuée chez
les Lactobacillusavec des taux allant de 40 a 80% de réductionsapée
heures de fermentation alors que chez les chammsgoww a moins de 20% de

réduction méme aprés 96 heures de fermentation.
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On note une activité plus accentuée do@ztobacillus plantarungui en 24
heures réduit la linamarine de prés de 50% avewitlEesses plus importantes
gue celles observées chezactobacillus cellobiosuset Lactobacillus
fermentum(Tableau 7, Fig. 3 C)

Les levures et moisissures ont été globalement ge&ives pour la
dégradation de glucosides (Fig. 3 D). On noteraaduaéme une dégradation
non neégligeable pdaRhizopus oryzaavec un taux de réduction de pres de 50%

apres 96 heures de fermentation.
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- Les pectinases:

L’activité pectinolytique (pectinehydrolase et ymdlacturonase) indique
globalement une activité similaire aussi bien deezactéries lactiques que chez
les levures et moisissures (Fig. 4). On note unwiticun peu plus accentuée
chezLactobacillus cellobiosust Rhizopus oryzaavec respectivement 2,1 et 2,3
umol COO/mn/mg, aprés 96 heures de fermentation, alorslguaanioc en
cours de fermentation naturelle développerait uctievige de 1,1umol COO
/mn/mg pendant le méme temps de fermentation.

L’'analyse des variances révele une différenceifsigtive (P<0,05) au
niveau de l'activité pectinolytique. La souche ldectobacillus plantarunne
produit pas de pectinase alors que les autres esugtésentent des activités
similaires a une fermentation naturelle (P<0,05).

On doit aussi noter la cinétique particuliere chepergillus flavusqui
apres une légére phase exponentielle de 24 heweesuae valeur de 0,5 pumol

COO/mn/mg qui s’annule vers la 72°heure.

74



2,5 —a— Lb. plantarum —a—Lb. plantarum
=y 2
% 2 —x—Lb.cellobiosus 0{;’ —>—Lb. cellobiosus
E 15 3 £
S —x—Lb.fermentum S E —*—Lb.fermentum
O 1 5 S .
&) —e— Fermentation E g —@—Fermentation
° 0,5 naturelle = naturelle
§ g
0 E
0O 1 2 3 4 6 7 8 9 0 1 2 3 4 6 7 8 9
Temps(en heures) Temps (en heures)
—o— S. cerevisiae 60 —o— S. cerevisiae
(@) ° . .
e —1— C. tropicalis g —8— C. tropicalis
= o
£ —A—R.oryzae e % —a—R.oryzae
o g E
'e) —o—A. flavus g g —o—A. flavus
O] g
© —e— Fermentation > § —e— Fermentation
% X naturelle g naturelle
S
0 12 24 36 48 60 72 84 96
Temps(en heures) Temps (en heures)

Fig. 4 : Production de la pectine hydrolase (Adeta polygalacturonase (B) par les souches sélegies au cours du temps

75



VI - Discussion

La distribution de microorganismes selon la prowmeeaindique clairement la
prédominance des lactobacilles dans les écharttilimmvenant des localités de
Ngaoundéré, Meiganga surtout alors que les éclmrstiprovenant de Bamenda et et
de Nkongsamba. Si nous nous référons aux travaxyéwolé et Odunfa (1988), les
populations des localités de Ngoundéré seraierliesgrands pratiquants du « short
cuts ». En effet ces auteurs on suivis la succes®se microorganismes au cours d’'un
rouissage naturel, et ils ont indiqués que lesanigranismes prédominant en début de
fermentation étaient des lactobacilles qui dés Bf"% heure disparaissaient
progressivement pour laisser la place aux levuresogsissures qui assurent la fin de
la fermentation (Oyéwolé et Odunfa, 1988). La préth@nce de lactobacilles dans les
échantillons de Ngaoundéré et Meiganga indique lgymocessus fermentaire a été
écourté. Les échantillons provenant de Tibati, @beil Batouri par contre contiennent
presque a part égales les deux groupes de micrisnges, ceci indique que la
fermentation a ce niveau a été arrétée vers lsigroe jour, temps au bout duquel
selon Okafor, (1978) et Oyéwolé, (1995) les deyesyde microorganismes seraient
en phase intermédiaire. Enfin les échantillons pnawt de Bamenda et Nkongsamba
contiennent plus de levures et moisissures quédetbacilles. Ceci indique que la
fermentation de ces échantillons a été conduiteodé en bout.

On notera part ailleurs (Tableau 5) que globalemlest souches isoléesont
plus ou moins amylolytiques avec respectivement 6@% souches deactobacillus
66,66% des levures et 35% de moisissures. La pydportion des microorganismes

producteurs di-amylases (60%) est révélatrice. En effet Oyéwol®dunfa (1989)



indiquent une forte corrélation entre les subs@at@onnés naturels et la présence des
microorganismes amylolytiques lors des fermentatia ces substrats. La présence de
microorganismes amylolytiques en forte proportiaunpait étre liée au fait que le
manioc soit a prés de 90% constitué d’amidon (Chd280).

Concernant le ramollissement, environ 54% des ssudbLactobacillus 53%
de levures et 75 % de moisissures ont été idemtd@mme productrices de pectine
hydrolases et de polygalacturonase donc, susceptidbhttaquer les structures du
squelette de la paroi cellulaire (pectine) desruldes de manioc et contribuer ainsi a
ramollir rapidement les tubercules au cours dussage.

La présence des microorganismes a activité peajumagourrait indiquer le
rble des microorganismes au cours des processusardellissement lors de la
fermentation. L'importance des microorganismes &$ dhoisissures en particulier,
dans le processus de fermentation a été établiad{ial1989). En effet certaines
especes commeMucor muceolo, Rhizopus nigricans,.etc, ramolliraient les
tubercules et pourraient entrainer dans certaisslaaséparation de I'amidon des
fibres.

La production qualitative de la R-glucosidase duéi globalement qu’environ
46,66% des souches de bactéries lactiques 16,66%vdes et 25% de moisissures
isolées ont été susceptibles de dégrader la linamaCes germes pourraient jouer
également un réle dans les processus de détoxicdtiomanioc aux cotés de la
linamarase endogéne. Okafor en 1977, Ejiofor ef@ka981), indiquent la présence
desCandidasdans I'achévement des processus de dégradaticcodgmseées cyanés.

Leur prédominance en fin de fermentation pourrajliguer leur présence sur des



cossettes. Collar et Lévy en 1959 ont noté la prédance de I'espéc&éotricum
candidum en fin de fermentation. Celui-ci intervenant apr&action des
Corynébacterium manihptpour achever la dégradation des glucosides noginm
favorisés par l'abaissement du pH et qui acidifieencore plus le milieu et
favoriserait la production des cétones, des aldéhyet des esters. Oyewole et Odunfa
(1992) ont révélé que certaines souches de maisssmtrant dans la fermentation du
manioc et plus précisémeAspergillus sydowet Fusurium esquisetproduisent la
linamarase responsable de I'hydrolyse des glucesig@nogénétiques.

Outre leur réle dans la détoxication, les microaig@es isolés pourraient
également intervenir dans I'amélioration des géalitorganoleptiques, par la
production d’acides, cétones, aldéhydes, esters..effet, les racines tubéreuses de
manioc peuvent, moyennant un certain degré d’hu&idubir une fermentation seche
ou fermentation a l'air libre (Ampet al., 1994). Cette fermentation aboutirait a la
réduction du taux de cyanures des cossettes etlabdration des propriétés
organoleptiques de la farine et autres pates (fufaduites de cette maniére (Giraaetd
al., 1995).

La présence d'une activité amylasique au cours allissage a été déja
mentionnée par Oyéwole (1992). Cet auteur attribatte activité aux bactéries
amylolytiques aérobies dont la disparition dés peemieres heures du procédé
expliquerait la baisse brutale de I'activité amidase au cours du rouissage. Dans
notre étude, I'évolution des microorganismes anyiglies atteint leur optimum a
partir de 48 heures pour la plupart des LactoleiitRhizopus oryzaeKéléké et

al.,(1995) ont indigué que l'activité amylasique englogg du manioc disparaissait



aprés 48 heures. Ce qui voudra dire que la reptiégeure de l'activité enzymatique
au cours de ces fermentations serait le fait desomiganismes. Keleke, Koupolo-
Kimpolo et Braumam (1995) indiquent a cet effet dmgroduction desi-amylases
lors de la fermentation naturelle du manioc edaleexclusif des microorganismes.
Giraud et Brauman (1995) ont a cet effet isolé sm&che dé.actobacillus plantarum

a activité linamarase et-amylase. Les activités obtenues au cours dessassdisés
par Giraud et Brauman (1995) sont nettement sup@seaux activités obtenues au
cours de la présente étude pour Llestobacilles Ceci est normal compte tenu des
conditions opératoires des expérimentations notarhnfigtilisation d’'un micro
fermenteur et un milieu liquide.

Collard et Lévy (1959) incriminent [lintervention 'uhe bactérie,
Corynébacterium manihgirésente dans la pulpe dans 'hydrolyse de I'amigid@ce a
unea-amylase exogéne pour produire les acides orgasigdecipalement de I'acide
lactique. Okafor (1977) indique que les micro-oigares isolés lors d'une
fermentation sur une période de six jours sontcgalement led euconostocet les
genresAlcaligenesde méme que ldsactobacillusrencontrés principalement les deux
premiers jours de fermentation. Ces microorganisnmsrviendraient dans la
dégradation des glucosides cyanogénétiques paodhgtion de linamarase exogene.
Nous remarquerons que parmi les souches isoléesdules les bactéries ont une
activité linamarase significative. Nous n’avons pesuvé dans la littérature, des
études sur la linamarine microbienne bien qu'unartiarase endogéne (de la plante
elle-méme) aie déja été signalée (Ejiofor et OkafB1). Nartey (1981) suggere que

la présence d@seudomonas splont l'activité productrice de cyanure a partirlde



glycine a été détectée, peut contribuer a élimiaedes niveaux résiduels, des
composés cyanés. |l souléve également la questicgadbir si les micro-organismes
entrant dans la fermentation qui ont été suscagstile produire I8-glucosidase ne
contribuent avec la linamarase endogene a la dgtiion du manioc. Ikediobét
al.(1985) suggerent que des micro-organismes puigsevoquer des dommages
structuraux aux cellules des tubercules et aingnettre a la linamarase endogéne
d’entrer en contact avec la linamarine.

Ampeet al., (1995), indiquent que le ramollissement n'est g@dement le fait
d’'un stress physique, mais aussi de l'activité oésroorganismes. Dans le méme
sens, ils ont pu isoler et purifier partiellememeupectinemethylesterase endogene
dans les tubercules de manioc frais (Amepal., 1995). Mais les polygalacturonases,
les pectinehydrolases, n'ont pu étres détectéuquoars des fermentations naturelles
des tubercules de manioc, ce qui induirait I'orgglvactérienne de ces enzymes. Les
résultats que nous avons pu obtenir ici viennenfarter cette position, notamment
les fortes activités pectine hydrolase et polygalanase obtenus au cours de nos
essaisOn remarquera a cet effet que la plupart des ésvat moisissures utilisées au
cours de nos essais produisent la pectine hydralaseéme titre que la majorité des
lactobacilles isolés. Ceci est indicatif de la jggyation des microorganismes aux
processus de ramollissement. Les fortes actividdsnoes au cours de nos essais soit
1,5+0,4 a 2,31£0,2 pumol COMn/mg pour la pectine hydrolase, par rapport aiux t
trouvés dans la littérature pour 'enzyme endog@n®-0,7 umol CO@mn/mg) que
pour les enzymes microbiens (0,6-1,8umol G&@/mg) (Ampeet al, 1995) doivent

étre liées aux conditions de culture notammenilisation des cultures pures.



VII- Conclusion partielle

Nous constatons globalement que la plus part desoorganismes isolés et
identifiés ont été productrices cdamylases (60%), de linamarase (46%), et de
pectinases (36%). Ces enzymes intervenant primcipgait au cours du rouissage
naturel du manioc, sont responsables entre autres :

de la dégradation des glucosides cyanogénétiqueam@rine), et par la
contribueraient a la détoxication du manioc au salur rouissage;

du ramollissement des tubercules au cours du Emgessgpar dégradation des
pectines qui constituent le squelette du tuberct#ej aurait comme corollaire une
altération des tissus et un meilleur contact eleemicroorganismes et les principaux
enzymes (responsables de la libération des compesdes aldéhydes, les corps
céetoniques ...) et le substrat (amidon).

Les capacités des difféerentes souches sélectiormgeeduire les principaux
enzymes intervenant dans les processus biochimigyast lieu lors du rouissage
naturel des tubercules de manioc ont étés évaliesnise sur pied d’'un ferment
devant tenir compte des capacités des germesatdiproduire ces d’enzymes.

Parmi les microorganismes pré sélectionnés, certamésentent des
potentialités enzymatiques intéressantes. On ammoéat la souche deactobacillus
plantarum dont l'activité a-amylase (18000+500UE/mI), R-glucosidase (2000umol
CN/mn) peut permettre de réaliser a la fois deux atifigedont la production des
acides organiques, et la dégradation des compgaé@gs. Nous noterons aussi que la

souche deRhizopus oryzagroduit l'a-amylase (20000£500UE/ml) et la pectine



hydrolase (2,3+0,2 pumol COn/mg). Cette derniére enzyme intervient nous
I'avons, vu dans les processus de ramollissements.

Nous avons porté notre choix sur la bactérie laetlcpctobacillus plantarum
car en nous référant aux résultats obtenus ci-desdles a été la meilleure souche
productrice de deux enzymes au moiosa(nylases, et R-glucosidase) de plus elle
posséde aussi une activité pectinase.

La souche ddRhizopus oryzaezlle aussi a été choisie car présente le profil
enzymatique recherchés-amylases, [3-glucosidase, et activité pectinase).

Ces deux souches outre les caractéristiques pat@ment intéressantes
gu’elles présentent, possedent la plus part desresi recherchés pour un starter
destiné a la bioconversion des tubercules de mangawoir :

- une production rapide des enzymes, et une gamnssezavariée de ses
enzymes ;

- la capacité a métaboliser I'amidon (principalarse de carbone disponible) ;

- I'hydrolyse des glucosides cyanogénétiques duiocaafin d’en réduire la
toxicité ;

- la production des pectinases et cellulases dtocélérer les processus de
ramollissement.

Les deux souches sont par conséguents retenuetasuite du travail et seront
utilisées aussi bien en culture pure gqu’en cultuiete afin d’évaluer leurs capacités

réelles a assurer la bioconversion des tuberceal@esahioc.



Chapitre 3

EVALUATION DE LA BIOCONVERSION DES

TUBERCULES DE MANIOC PAR LES SOUCHES DE
LACTOBACILLUS PLANTARUM ET RHIZOPUS
ORYZAE

I- Introduction

La partie précédente nous a permis de sélectidesaouches deactobacillus
plantarumet Rhizopus oryzaeomme devant faire partie de notre ferment a cdase
leurs potentialités enzymatiques, qui correspondentelles recherchées pour la
bioconversion de la pulpe du manioc. Les critekxensaires pour un starter destiné a
la bioconversion des racines de manioc étant:éoessune activité amylasique,
posséder une activig-glucosidase, et une activité pectinase (Kelekeal., 1995).
Bien que les microorganismes sélectionnés aientréale bonnes aptitudes pour la
bioconversion du manioc, il se pourrait que I'omspa faire face a quelques problemes
d’'ordre pratique. En effet Roblaiet al., 1995 indiquent que le contrGle d'une
fermentation de type artisanale par des microospa®s qui nécessite le passage d’'un
substrat sec a un substrat humide pourrait étreasteéf pour l'activité des
microorganismes. Les germes sélectionnés sur atibstc (cossettes de manioc),
pourraient ne pas avoir de bons rendements de rinecsion sur milieu humide
comme c'est le cas au cours d'une fermentationrelgusauvage. Okafor (1977)
indique a cet effet que le manioc frais et le mari@menté ne sont pas typiqguement
identiques, il existe d'ailleurs des difféerenceadamentales dont la teneur en sucres

fermentescibles qui est de 'ordre de 30% a 40 #sdes tubercules fermentés alors



que dans le manioc frais il ne représente que B0 d'amidon étant le constituant
majeur (Chuzel, 1990). Ce changement de substtatgibavoir une influence sur la
capacité des microorganismes a s'adapter et atecdemmouveau milieu. D’autre part,
le passage d'une fermentation artisanale a une efgation controlée semi-
industrielle, par utilisation d’'une ou de plusiesmiches exige le respect de la balance
des différentes espéces microbiennes présentesuas @'une fermentation naturelle
aussi bien quantitativement que qualitativemenb(&o et al.,1995). Au cours d’'une
fermentation naturelle, le respect des proportionsrobiennes implique des effets
synergiques, qui influencent beaucoup les procedsashimiques et physico-
chimiques ayant cours (Oyéwolé, 1990). Okaforpigoet Oyolou, (1984) indiquent a
cet effet que le respect des proportions est @ibaide la reproductibilité de I'aspect
organoleptique du produit fini. Les questions dehezche soulevées sont des lors les
suivantes :

le changement de substrat a opérer peut-il infleenkaptitude a la
biodégradation des souches testées?L’effet ddidatibpn d’'une ou deux souches en
fermentation contrbélée sera-t-il identique a calai la multitude de souches d‘une
fermentation naturelle?

Les objectifs de ce chapitre sont: - d’évaluerectiement I'aptitude des
microorganismes sélectionnélsactobacillus plantarumet Rhizopus oryzage a
améliorer la fermentation du manioc en les inodutan souche pure sur du manioc
cyanogeéne ;

- d’établir 'importance de l'activité de ces miorganismes aussi bien en

cultures pures qu’en culture mixtes, au cours derlaentation.



II- MATERIELS ET METHODES

[I-1 Expérimentations

Trois formulations du ferment.éctobacillus plantarunseul,Rhizopus oryzae
seul, et une culture mixte des deux microorganiynmea été testées. Un plan
d’expérience a été élaboré a l'aide du logiciel NEDD (Mathieu et Phan-Tan-Lu,
1980).

L’effet de ces trois formulations du ferment a étédié sur la dégradation des
glucosides cyanogénétiques, la teneur finale ernéipes, le pH du milieu de
fermentation, et le ramollissement au cours du gemp

Les analyses statistiques ont été réalisées &eldab logiciels S-Plus 2000,

Statgraphics Plus 3.0 pour office 2000.

[I-2 PREPARATION DES INOCULUMS.
[I-2-1 LACTOBACILLUS PLANTARUM

Des tubes inclinés de cultures pured.detobacillus plantarunprécédemment
préparés et conservés au frais, une anse de nrgamismes a été ensemencée dans
500 ml de bouillon MRS stérile puis, 'ensembleubé a 45 °C. Au bout de 48
heures, un dépébt trouble s’est formé dans la panfiggieure de notre erlen. Ce dépbt
trouble a été récupéré par décantation, puis initradbns des tubes a centrifuger
préalablement stérilisés. Nous avons ensuite Gegéria 5000 tours/mn, pendant 5
minutes. Le culot de centrifugation a été alorauedt, puis lavé trois fois a I'eau

physiologique stérile. Un millilitre de culture muminsi obtenu, est préleve, pour
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effectuer un dénombrement, par la méthode classlguwdlutions ensemencement sur
gélose MRS. Le reste du culot a été utilisé poaligér des dilutions appropriées de
maniére a avoir des concentrations variant daft0g de bactéries lactiques. En effet
Oyéwole (1990) suivant I'évolution des microorgamés au cours d’un rouissage
naturel, indique qu'on a f0fc/ g de bactéries lactiques ef $pores/ g de manioc de

moisissures au début de la fermentation. Ces ptiopsrsont respectées afin de se

rapprocher le plus des conditions naturelles.

[I-2-2 Rhizopus oryzae

Des spores d®hizopus oryzaent été utilisées comme inoculums. Pour la
récolte des spores, des flacons a large ouverhirété laves, séchés, bouchés a l'aide
du coton cardé, et stérilisés. De la gélose PD# alérs introduite et apres la prise en
masse, des spores de moisissures, préalablem&dsistu manioc, sélectionnées et
conservées en tubes inclinés, ont été dissémingda surface de notre gélose. Aprées
72 heures d’incubation, les spores ont été réclpée immersion et introduites dans
des tubes stériles, un dénombrement a été aldisérgxar comptage a la cellule de
Malassez. Des concentrés de® §pores/ g de manioc ont été constitues pour les

mémes raisons évoquées un peut plus haut.

Il - 3- Protocole de rouissage.
Aprés prélevement aux champs, les racines nonéafiéont été lavées,
épluchées, puis sectionnées en piéces de 4 crmgeetdlO cm de diamétre a I' aide

d‘'un cutter de labo. Elles ont été stérilisées pahd5 minutes avec du chlorure de
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mercure a 1% dans I'éthanol a 70 % (Okafbal., 1984) puis, rincées et immergées
dans de I'eau distillée stérile (Fig. 9).

Un premier lot dé0 grammes de pulpe stérile, a été homogénéisésddns|
d’'une solution d’acide chlorhydrique a 0,1 M pertd@mn puis, apres broyage,
’lhomogénéisat a été centrifugé a 509 pendant 3 minutes, le surnageant a été filtré
et le pH ajusté a 6,8 avec du NaOH 0,1 N. Cettpgretion a été conservée au
réfrigérateur pour dosage des parametres physioagnnes et biochimiques (enzymes
endogeénes et cyanures totaux) et constitue Iéabin avant rouissage (Fig. 5).

Un second lot de 50 grammes de pulpe précédenpné&pare et stérilisé, a été
introduit dans un erlen d’un litre et complété & 3 par de I'eau distillée stérile, puis
inoculé a l'aide de cultures pures. L’inoculatiost e2alisée suivant les proportions
obtenus au cours d'une fermentation naturelle swit 16u/ g de pate pour
Lactobacillus plantarumou 16 spores/ g de pate poRhizopus oryzad 'incubation
est faite aux températures et temps déterminéslepgran expérimental. Ce lot
constitue le témoin de rouissage avec les fern{€ids5).

Un dernier lot de 50 grammes de pulpe précédempréptré et stérilise, a été
introduit dans un erlen d’un litre et complété & 3 par de I'eau distillée stérile, puis
inoculé avec 50 ml d’eau distillée stérile a lacplae I'inoculum. L’'ensemble comme
précédemment, a été incubé aux températures etstel@dferminés par le plan
expérimental. Ce lot constitue le témoin de rogesstérile (Fig. 5).

Cinquante autres grammes de pulpe précédemmerarpsept stérilisés ont été

repartis dans des erlens d'un litre et complétéds0@ ml par de I'eau de pluie.
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L’ensemble a été incubé a température ambiantserétde témoin de fermentation
naturel.
Des prélévements ont été effectués toutes les dizs@our analyses physico-

chimiques et biochimiques, pendant 108 heures &jig.

[I-4- Analyses physico-chimiques
[I-4-1) Indice de pénétrometrie

Le protocole utilisé pour suivre le ramollissemdas racines a été l'indice de
pénétrometrie (Ampet al.,1994). Six piéces de manioc de 4 cm de long etri@e
diametre ont été prélevées de maniére aléatoire Wanessais témoins naturels et
stériles toutes les 12 heures de rouissage poestss de microorganismes. L'indice
de pénétrométrie a été ensuite mesuré 5 fois saqueh piece en utilisant un

pénétrometre de type PRN 10.

[I-4-2) pH des racines en fermentation

Le pH des racines a été évaluée selon le protodeléartey (1968). Dix
grammes de racines en fermentation ont été prélewéss les 12 heures de maniére
aléatoire dans les différents essais témoins ratetestériles au cours du rouissage
pour les échantillons inoculés. Chaque prélevenzerdté broyé au moulinex et
homogénéisé dans 100 ml d’eau distillée. Le mélanée centrifugé a 500 g pendant
5 min et le surnageant complété a 200 ml avecedr ldistillée pour la détermination

du pH (pH metre p 307 consort)
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[1-4-3) Dosage des cyanures totaux.

Le dosage des cyanures totaux a été réalisé s$elgrotocole décrit par
Sylvestre et Arreaudeau (1983)

Préparation du matériel d’analyse

Dix grammes de tubercules en fermentation ont itieyes toutes les 12 heures
dans les différents essais témoins naturels dtestét aprés 48 heures de rouissage
pour les essais inoculés. Ces prélevements oriiréy€s puis homogéneéisés dans 50
ml d’une solution d’acide chlorhydrique 0,1 M pent&ois minutes. L’hnomogénéisat
a été filtré sur papier whatman N°5 et le filtratenu, ajusté a pH 6,8 avec du NaOH
0,1N. Ce dernier a été ensuite centrifugé a 500rglgnt 3 mn, et le surnageant, a été
conserve a 4°C pour les différentes analyses.

Méthodologie

La méthode par titration que nous avons utiliséesti la méthode de Sylvestre et
Arreaudeau (1983) décrit précédemment.

[I-4-4) Dosage des protéines totales :

Les protéines totales ont été évaluées pandéhode modifice de Hantzsch
(Devaniet al.,1989)

Préparation du matériel.

Cing mg d’échantillon de manioc ont été transfélass les Kjeldahl, puis, 1 g
de sulfate de potassium, 50 g d’oxyde de mercuPengltd’acide sulfurique concentré
ont été additionnés. Le mélange a été chauffé jasdisparition de la matiére
organique, puis refroidi a température ambiantediteestat a été dilué avec 10 ml

d’eau et laissé au repos. La solution a été atarstérée dans une fiole de 100 ml et

ajusté avec le méme solvant.
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Dosage de l'azote total

Des aliquots du digestat contenant de 20 a 100paptE ont été transférés dans
une série de tubes coniques de 50 ml. Puis, 3 adéthte de sodium et 4 ml de
solution réactante ont été additionnés a chacurieet mélangés. Les tubes ont été
immergés dans un bain marie a 90°C pendant 15 mmefedidis a température
ambiante (30°C environ). Le mélange a été alorsstéaé dans des fioles de 25 ml et

ajusté avec le méme solvant. L’absorbance a étarnéea 412 nm contre Blanc.
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Manioc frais

|

Lavage
v Epluchures pour extraction de
Epluchagg—— linamarase endogéne
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Découpage

Stérilisation pendant 15 minutes au Chlorurg de
mercure a 1% dans de I'éthanol a 70°

Chauffage a 60°C pendant 5 mn pour
inactivation de la linamarase endogéne

!

509 pulpe stérile + 100mlJD distillée
stérile

l
| | |

Inoculation avec 50 ml eau| Inoculation avec 50 ml d Inoculation avec 50 ml
physiologique stérile souches pures d’eau de puits ou de plui
Témoin stérile Témoin inoculé Témoin naturel

}

Prélevements toutes les 12 heures

11°]
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A4

Analyses physico-chimiques et biochimiques

Fig. 5 : méthodologie d’évaluation de l'activitésdgouches isolées
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[1l- Résultats

[lI-1- Evolution du potentiel d’hydrogene au cours du rouissage naturel et du
rouissage avec les différentes formulations du feremt.

Le pH des racines au début du rouissage se sitaarale 6,9+1,2.

Au cours d’'un rouissage naturel, 'on peut noteg diminution du pH dés les
premiéres heures, de fermentation. Celui-ci passé,@+1,2 a 5,9+1,7 dés la*f?
heure de culture pour se stabiliser aux environs3de1,5 aprés 72 heures, de
rouissage (Fig. 6).

Le rouissage stérile, se caractérise par une dtiomau pH non significative
par rapport aux autres essais, ceci pendant tautdulée du rouissage. Avec des
valeurs se trouvant aux environs de pH 6,9+1,2&hutla la fin de la fermentation.

Les variations du pH du manioc observées en présdes cultures pures des
microorganismes, révelent les faits suivants :

-PourLactobacillus plantarurutilisé seul comme ferment, pour une biomasse
initiale de 10°ufc/ml en culture pure, une diminution brutale dti gés les premiéres
heures du rouissage (12 heures), celui-ci se sahilaux environs de pH 3 apres 24
heures de fermentation (Fig. 6).

-Une baisse moins rapide mais assez importanteésence de la culture mixte
des deux souches avec des valeurs de pH 4+1,7 2¢1@sures de rouissage pour se

stabiliser aux environs de pH 3,8 + 1,2 apres 48dwede rouissage
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-Une diminution moins accentuée en présencerRdizopus oryzadFig. 6).
Cette baisse du pH a été réguliére jusqu'a fd'8feure ou elle se stabilise autour de

pH4,9+1,4.

L'analyse des variances relatives aux moyennesqurediqu’il existe une
différence significative (P<0,05) entre les rouigsa avec chaque formulation du
starter, comparativement aux rouissages stérilasaitrels (Tableaux 9 et 10) de
méme que les formulations prises entre elles deudedx. Le rouissage avec
Lactobacillus plantarunest meilleur point de vue abaissement du pH gsi@lgres

(Tableau 10).
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Fig. 6: Evolution du pH au cours du temps en farcties inoculums.
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Tableau 9 : Analyse des variances du pH des difféseformulations du starter au

cours du temps

Sour ce Sum of Squares Df  Mean Square F-Ratio P- Val u
Bet ween groups 61, 2031 4 15, 3008 66, 82 0, 00C
Wthin groups 9, 16 40 0, 229

Total (Corr.) 70, 3631 44

Tableau 10 : Comparaison des valeurs du pH enifondes inoculums

Met hod: 95,0 percent LSD

Count Mean Honmobgeneous G oups
Lb. plantarum 9 3,37778 X
Starter mxte 9 4,07778 X
Nat ur el 9 4, 78889 X
R oryzae 9 5, 33333 X
Sterile 9 6, 8 X
Cont r ast Di fference +/- Linmts
Lb. plantarum - Naturel *-1,41111 0, 455927
Lb. plantarum - R oryzae *-1, 95556 0, 455927
Lb. plantarum - Starter mxte *-0,7 0, 455927
Lb. plantarum - Sterile *-3,42222 0, 455927
Naturel - R oryzae *-0, 544444 0, 455927
Naturel - Starter mxte *0, 711111 0, 455927
Naturel - Sterile *-2,01111 0, 455927
R oryzae - Starter mxte *1, 25556 0, 455927
R oryzae - Sterile *-1,46667 0, 455927
Starter mxte - Sterile *-2,72222 0, 455927

* denotes a statistically significant difference.

*Différence significative pour P<0,05
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[l 2- Ramollissement au cours du rouissage

L'un des objectifs de ce travail visant a rédumedurée du rouissage, nous
avons comparé le ramollissement de nos échantillemmeanioc pendant 108 heures de
fermentation en présence de nos différentes soummesilture pure d’'une part et en
fermentation naturelle et stérile.

Le suivi du ramollissement au cours du temps, affear la mesure de
I'indice de pénétrométrie (Ampet al., 1995) indique que lors du rouissage naturel, la
pulpe du manioc a été peu affectée durant les 8@ipres heures de rouissage avec
un indice de pénétrometrie variant de 1,5+0,6mn{f&but de fermentation) a
2,9+0,8mm/5s (36 heures). Ce n'est qu'a partirad@d™ heure que I'on a observé un
ramollissement, celui-ci se caractérisant par dicewvariant de 4,9+0,5 mm/5s des la
36" heure de fermentation, & 10 +0,6 mm/5s d'indicemb & la 84™ heure, temps
au bout duquel on n’observe plus de variationsifigiives quel que soit le ferment
utilisé.

L'essai avec Lactobacillus plantarumse manifeste par un tres léger
ramollissement survenant autour de la®™$6heure avec une pénétromeétrie de
3+1mm/5s. Cet indice évolue par la suite jusqu'stakiliser a 3,5+1mm/5s de 1a°48
heure a la fin du rouissage (Fig. 7).

Au cours du rouissage stérile, l'indice de pémagtiie varie peu au cours des
36 premiéres heures avec un indice de pénétromeriant de 1,5 +0,5mm/5s a 1,9
+1mm/5s. A partir de ce moment, on observe un légemollissement allant de

1,940,7mm/5s a 2,9+0,9mm/5s en fin de rouissage.
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Un rouissage aveRhizopus oryzadndique un démarrage du ramollissement
dés la 24™ heure avec un indice de 1,6+0,5mm/5s & 13,2+2, bsaprés 108 heures
de rouissage. Il faut par ailleurs noter qu'un éedile 12,5mm/5s est considéré comme
fin de fermentation (Oyéwolé, 1990).

Le rouissage par la culture mixte indique un rarsediment aussi rapide que la
précédente, avec dés la®12heure, un indice de pénétrométrie de 2,7+1,2mnebs,
dés la 48™ heure on a déja 10,2+1mm/5s valeur obtenue apB&shkures de
rouissage naturel et 36 heures de rouissageRivigopus oryza@rig. 7) seul. A partir

de la 66™ heure on observe déja la fin de la fermentatidg. (B.
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Fig. 7 : Ramollissement du manioc au cours dessssac différentes formulations

du ferment
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La comparaison des moyennes indique globalemeiitexiste une différence
significative (P<0,05) entre les ramollissementgenbs en fonction des inoculums au

cours du temps (Tableau 11).

Tableau 11: Analyse des variances du ramollissenmdrtenu par différentes

formulations du starter.

Source Somme des carés df Maype des carées F P
Entre groupes 469,39 4 117,348 13,31 ,00DO
Dans les groupes 352,628 40 8,81569

Total (Corr.) 822,018 4 4

Les observations de coupes de racines en fermami@hoto 6) indiquent que
le ramollissement obtenu ici n’est pas seulemerdudétress physique, mais a la lyse
des parois des cellules végétales des racines c@mpale pectine et de cellulose.
Cette lyse est I'ceuvre des enyzmes microbiens @BI&)t

En effet, la pectine est, le constituant majeur ldeparoi cellulaire, et
responsables de la rigidité de la pulpe du marBoenpily, 1995). Les observations de
coupes microscopiques réalisées sur quelques tande tubercules, indiquent
clairement que le ramollissement obtenu ici n'es |@s fait d’'un stress physique qui
aurait eu pour effet d’'aplatir les cellules et éedasser les unes au dessus des autres
(Photo 6). On observe plutdt ici une dissociatioogpessive du tissus cellulaire qui

fait penser a une désintégration de structurestgBI).
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12 h 24 h 48 h 72h 96h
Photo 6 : Observations microscopiques (X1000) depes de tranches de

manioc au cours du rouissage stérile (A) et dussage avec le starter (B)
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La comparaison des moyennes de ramollissement gdahl?) indique que
l'utilisation de Lactobacillus plantarumcomme ferment induit un ramollissement
statistiquement différent des rouissage naturaljssage avec le starter mixte, et
rouissage aveRhizopus oryzadl n’existe par contre pas de différence sigitilce
entre les ramollissements dud.a@ctobacillus plantarurret le ramollissement obtenu

au cours du rouissage stérile.

Tableau 12 : Comparaison des moyennes de ramafieggeen fonction des inoculums

(Méthode: 95,0 percent LSD)

Contraste Différence +/- Limites
Lb. plantarum Naturel *.3,73889 2,82882
Lb. plantarum - R.oryzae *-7,23333 2,82882

Lb. plantarum- Starter mixte *-6,90556 2,82882
Lb. plantarum- Sterile 0,283333 2,82882
Naturel -R.oryzae *-3,49444 2,82882

*Différence significative pour P<0,05
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[l 3- Evolution des Cyanures totaux au cours du raissage

Au cours du rouissage naturel, pres du tiers glaauwres totaux ont été éliminés
durant les 24 premiéres heures. En effet leurs diminue de 170+£36 ppm a 125+14
ppm (Fig. 8), soit une réduction d’environ 26,4780ce taux passe a environ 118+13
ppm aprés 48 heures pour se stabiliser & 100+11appés 84 heures de rouissage.

Au cours du rouissage stérile, on note juste egerk diminution des glucosides
pendant les 12 premiéres heures avec un taux patsdry0+36 ppm a 165+14ppm.
Dés lors, la dégradation a été stoppée et on aumet&orte de stabilisation du taux de
glucosides résiduels autour de cette valeur jusdfirede rouissage (168 heure). En
comparant le rouissage stérile au rouissage nat(fig). 8) il apparait une faible
élimination des cyanures totaux lors du rouissdggles avec une baisse de pres de
14,71% aprés 108 heures de rouissage stérile @ardors du rouissage naturel on a
pour le méme temps de rouissage une réduction%ecddiron.

Le rouissage avec la souchel@etobacillus plantarunutilisée comme ferment
indigue une diminution du taux résiduel de glucesidotaux, dont le taux passe de
170+33ppm, a 120ppm aprés 24 heures. Taux autquetiiévolution des glucosides
résiduels se stabilise jusqu’en fin de rouissage.

Le rouissage aveRhizopus oryzamdique une réduction de 21% au bout de 12
heures de fermentation, puis une légére baissda/é™ heure avec un taux résiduel

de 143 ppm, valeur autour de laquelle ce tauxad®lise jusqu’en fin de rouissage.
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L'utilisation de la culture mixte induit comme pésemment, une légere
diminution des les 12 premieres heures. Le tauxiuéspasse en effet de 170 a 145

ppm, valeur qui reste inchangée jusqu’en fin dméatation.
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Globalement pris, aprés comparaison des moyennfds éa rouissage, on note
gue les rouissages, avieactobacillus plantarumg’une part et aveRhizopus oryzae
d’autre part ne sont pas différents au seuil de(b&bleau 13 et 14 ) de méme que
Lactobacillus plantarund’une part et le Starter mixte d’autre part.

La comparaison par contre des combinaisohactobacillus plantarumet
rouissage naturel,actobacillus plantarunet le rouissage Stérile, le rouissage naturel

et le rouissage avedRopus oryzasont différentes (P<0,05).
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Tableau 13 : Analyse des variances de la dégradales glucosides obtenus par

différentes formulations du starter.

Source Somme des carrés DI Yone des carrés  F P
Between groups 11105,8 4 2776,44 41,46 0,0000
Within groups 2678,67 40 66,9667

Total (Corr.) 13784,4 4 4

Tableau 14 : Comparaison des moyennes de glucasities résiduelles en fonction

des inoculums (Méthode: 95,0 percent LSD)

Contrast Différence +/- Limittes
Lb. plantarum- Naturel *26,0 7,79662
Lb. plantarum - R.oryzae -0,222222 7,79662
Lb. plantarum- Starter mixte -2,88889 7,79662
Lb. plantarum- Sterile *.23,4444 7,79662
Naturel -R.oryzae *.26,2222 7,79662

*Différence significative pour P<0,05

[Il 4 Evolution des protéines totales au cours duauissage.
Les protéines totales dans la racine déja en fgidetité au départ, £0,5 %),
ont été presque stables au cours d'un rouissagdestét avec Lactobacillus

plantarum
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Au cours du rouissage naturel par contre, on obsene Iégére hausse des la
72™ heure de rouissage avec des taux allant de 1,3#0(®s la 68™ heure, a
3+0,9% & partir de la 72°heure (Fig. 9)

Au cours des rouissage avRbizopus oryzaet en culture mixte, on observe
une nette amélioration du taux de protéines tgtalesc des valeurs de 3+0,5% des la
36"™heure, & 11+1,3% a la 128heure pour le rouissage awRkizopus oryzaet de

4+0,9% deés la 38 heure, 4 11,5+1,2% a la 26heure de rouissage s avec le starter

mixte (Fig. 9).
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Fig. 9 : Evolution des protéines totales au coas @ssais de rouissage naturel, stérile

et avec les trois compositions de notre ferment
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Une inoculation par des micro-organismes en culpure indique globalement,
gu’il n’existe pas de différence significative pdex0,05 (Tableaux 15 et 16) entre le
rouissage aveRhizopus oryzaet un rouissage avec le starter mixte, alors guigte
une différence significative, entre l'utilisatior Hactobacillus plantarumet le starter
mixte (Tableaux 15 et 16). Il n'existe pas de ddféce significative au seuil de 0,05
entre le rouissage stérile et le rouissagelatobacillus plantarum(Tableau 15 et

16).
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Tableau 15: Analyse des variances de l'augmemtadies protéines obtenues par

différentes formulations du starter.

Variations Somm e des carrés DI Moyenne des carrés  F P
Entre les groupes 308,518 4 77,1295 13,98®,0000
Dans les groupes 248,233 45 5,51628

Total (Corr.) 556,751 49

Tableau 16 : Comparaison des moyennes de glucasities résiduelles en fonction

des inoculums (Méthode: 95,0 percent LSD)

Contraste Diffécen +/- Limites
Lb.plantarum- Naturel -1,39 2,11554
Lb.plantarum- R.oryzae *.4.89 2,11554
Lb.plantarum- Starter mixte *-6,001 2,11554
Lb.plantarum- Stérile -0,176 2,11554
Naturel - R.oryzae *-3,5 2,11554
Naturel - Starter mixte 47611 554
Naturel - Stérile 1,214 2,11554

*Différence significative pour P<0,05
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V- Discussion

L’inoculation du manioc par le ferment composéLl@etobacillus plantarum
seul ou associé Rhizopus oryzaénduit une baisse rapide du pH du milieu de
rouissage. Cette baisse peut étre le fait des @oidgniques produites acide lactique,
notamment (Chuzel, 1990). En effet, 'amidon du marest dégradé paroFamylase
bactérienne. En effet I'étude du profil enzymatigigecette bactérie réalisée au cours
du chapitre précédent, nous indique que cette soaame activité amylolytique non
négligeable. Giraucet al(1995) indiquent a cet effet que l'activité amylolytique
observée au cours de la fermentation avec une sagchactobacillus plantarum A6
permet de transformer directement I'amidon de n@rea acide lactique. Cette
observation vient conforter I'hypothése que nousnavemis quant a la relation entre
les acides organiques issus du métabolisme desanjamismes et la baisse du pH au
cours du rouissage. Cette baisse du pH aurait et edsitif dans le controle des
pathogenes en début de fermentation en inhibanimiesoorganismes pathogenes
(Giraud et al., 1995) et ainsi permettre un meilleur contrble duissage. En effet,
cette microflore épihyte inhibée par les acidesapigues serait responsable des
fluctuations observées dans les dérives du manesmenté (Bokanga, 2001).
L'utilisation deLactobacillus plantarunserait dés lors souhaitable pour le contrdle de
la fermentation par le starter que nous voulongrmatl point. L’'obtention des dérivés
de manioc fermentés stables serait donc dés |Iessipe.

Le ramollissement obtenu ici n'est pas seulementaddstress physique

(Werstey, 1979) mais, I'ceuvre des moisissures gtl@aires. Ce ramollissement est
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dd a la lyse des parois des cellules végétalesaises composées de pectine et de
cellulose. La présence d’activité pectinasique irtgpde indique clairement que ces
pectinases sont a I'origine du ramollissement. pexdinases dosées sont comme nous
I'avons notés, composés de deux types d’enzymed(FN) dont l'origine végétale
et bactérienne a été depuis précisée (Ampe et Biaui®94). L’analyse des résultats
obtenus en ce qui concerne le ramollissement ars @®inos différents essais, nous
indiguent que I'on obtient une meilleur ramollisgaTh par utilisation du ferment
constitué en partie ou totalement Rbizopus oryzaeEn nous referant aux profils
enzymatigues obtenus au cours du chapitre prégédentmicroorganisme a une
activité pectinehydrolase et polygalacturaonaseezassportantes. Kéléket al.,
(1990) indiquent que ces deux enzymes sont lesiptusninés dans les phénomeénes
de ramollissement obtenus lors de fermentations nthnioc. La présence de
pectinesterase dans le rouissage naturel a déggéiée (Oyewole et Odunfa, 1990)
et lors de I'inoculation artificielle du manioc pdesCorynebacteriums sp{®kaforet

al., 1984). Cette microflore pectinolytique, du faitlieportance de la production de
la pectine lyase, représente, a priori une floreerdéinante dans le processus de
ramollissement du manioc au cours du rouissage.

La réduction des glucosides cyanogénétiques estipiportante au cours du
rouissage naturel, comparativement aux rouissagesrotes par les différentes
formulations du starter utilisé. Certains auteuengent que la dégradation des
glucosides au cours de la fermentation serait diédusivement a la [3-glucosidase
endogene (Maduagwu, 1983). Les essais de fermamgatiaturels et stériles auraient

da étres similaires dans ce cas, au cours de mEgimentations, ce qui n’est pas le
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cas. On observe contrairement a cela, un blocagpratessus de dégradation des
glucosides au cours du rouissage stérile dés 18° h2ure de fermentation ce qui
induirait que la R-glucosidase endogéne est épaiseemoment. Ce fait est conforté
par les observations de Oyewole et Odunfa (1992)affument que la linamarase
endogéne est épuisée dés la®12heure de fermentation. L'intervention d'une R-
glucosidase exogeéne (d’origine microbienne) est Ides admise pour expliquer la
poursuite du processus de dégradation observéws dune fermentation naturelle.
La différence entre le rouissage stérile et le seage naturel, n'étant que la
fermentation qui elle-méme est le fait des micraoigmes. Ces observations sont
confortées par le fait que plusieurs auteurs (Otetylajiorfor, 1989, Oyewole 1990,
et Giraudet al., 1995) affirment que la microflore fermentaire épjfe du rouissage
naturel est déterminante pour la dégradation desogides cyanogénétiques du
manioc au cours du rouissage naturel. Si cetteadétjon est effective au cours du
rouissage naturel, on n'‘observe hélas pas la mémsecau cours du rouissage avec
les starters. Or ceci aurait aussi d0 étre le aag putilisation de nos starters
microbiens, notamment ceux des starters compogtapiartie ou pour tout, la souche
de Lactobacillus platarum Cette observation est paradoxale, car nous nous n
serions attendus a avoir un meilleur taux de rédiuchu cours du rouissage avec
Lactobacillus plantarumCette derniére étant productrice de R-glucosjdaseyme
susceptible de dégrader la linamarine des tuberc(NMponget al, 1990). Nous
emmeétons comme hypothése qu’un blocage du procdssdégradation comme celui
décrit par Nartey (1978) et qui serait due a unissearapide du pH est responsable du

phénoméne observé ici. En effet la baisse de pebars de nos essais indique des pH
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inférieurs a 5,5 aprés 12 heures de rouissage tpaarles essais exceptés I'essai de
rouissage naturel. Une analyse des résultats abtnaours de nos essais indique lors
des rouissages contrdlés avec les différentes fatimns du starter, une baisse
significative des glucosides totaux du début diefementation a la £2°heure. Aprés

la 12™ heure, on a I'impression que ce processus s'atyatsquement. Or I'on
constate, que le pH a ce moment est inférieur &b tous les essais, excepté I'essai
naturel. Cette baisse de pH pourrait donc étrealsse de l'arrét du processus de
dégradation dés la 2 heure au cours des fermentations contrélées.

La présence d'une activitt amylasigue au cours alussage a été déja
mentionnée par certains auteurs (Kéléké, Koumpol8rauman, 1995 ; Oyéwolé,
1992). Ces auteurs attribuent cette activité ackdo@s amylolytiques aérobies dont la
disparition au cours des premiéres heures du péoerpliquerait la baisse brutale de
I'activité amylasique au cours du rouissage nat#elcours de ce travail, I'évolution
de la microflore amylolytique totale suit une cigae semblable a celle de I'activité
enzymatique totale, contrairement a ce qu'affirméléké et al, (1995), nous
remarquons qu’il existe une similitude entre I'aité amylasique dans les racines du
manioc et la microflore dénombrée. L'amylase endeggictive au début du processus,
permettrait de dégrader 'amidon en sucres simf#gamentescibles utilisés comme
substrat par la microflore amylolytique. Cette roftare lors de leurs métabolismes
produirait de I'amylase qui prendrait le relais pda dégradation de I'amidon du
manioc en sucres fermentescibles. L'épuisementadeylase au cours du rouissage

stérile conforte cette hypothése car pendant uissage naturel ou interviennent les

micro-organismes, cette activité est maintenue.
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V- Conclusion

Au terme de cette partie, nhous nous rendons comée les procéssus de
dégradation des glucosides cyanogénétiques, etrdellissement, lors du rouissage
du manioc sont fortement influencés par la micreflmixte exogéne, composée de
Lactobacillus plantarunet deRhizopus oryzaemicroflore que nous avons par ailleurs
retenu comme ferment pour la suite du travail.

Une utilisation en culture pure des micro-organisreélectionnés indique une
acidification plus rapide pour le ferment compoeLdctobacillus plantarum un
ramollissement plus rapide et un taux de protéies €leveé pour le ferment composé
deRhizopus oryzae.

Alors que le rouissage naturel est meilleur poiet \die dégradation des
COMpPOSEés cyanés.

Le ferment mixte (1ffc/g manioc frais delactobacillus plantarum et
10°spores/g manioc frais dehizopus oryzdepermet de bénéficier de la plupart des
effets recherchés au cours de la conduite d’'umedietation du manioc:

- une acidification intermédiaire (pH3,8+0,7), quaiurrait induire l'inhibition et
la multiplication des pathogénes et ainsi assunerhonne qualité hygiénique, et une
stabilité des produits finis

- un taux de protéines acceptable (5%)

- un ramollissement plus rapide.
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Le ferment mixte composé de®lifc/g manioc frais deactobacillusplantarum
et 10spores/g manioc frais d@hizopus oryzaa été retenu comme starter pour la suite
du travail.

L'objectif relatif a la réduction des composés dmm’'ayant pas été atteint, il
conviendra de trouver un moyen de contourner cél@nme avant de valider le

ferment.
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Chapitre 4

INFLUENCE DE LA TEMPERATURE, ET DU PH SUR
L'ACTIVITE DE LACTOBACILLUS PLANTARUM ET
RHIZOPUS ORYZAEAU COURS DU ROUISSAGE.

|- Introduction

Le starter mixte composé tlactobacillus plantarunglufc/g de manioc frais)
et Rhizopus oryzag1Q’ufc/g de manioc frais) a été choisi, pour sa pabété a
réaliser des bio transformations intéressantestulesrcules de manioc. Les deux
souches utilisées en culture mixte, ont présentéss meilleures activités des
principaux enzymes incriminés dans la transfornmatles tubercules de manioc que
sont 'a-amylase, la 3-glucosidase, et les pectinases (Qlgéw995). S'’il est ressorti
du chapitre précédent que ces activités sont irapt$ et suffisantes pour la
bioconvrsion des racines de manioc, il subsist®renquelques questions relatives a
I'influence des facteurs externes sur ces activitiésis avons en effet put observer que
malgré l'activité [3-glucosidase que présentd_detobacillus plantaruml'effet de
dégradation des glucosides attendu n’est pas obtehypothése d’'un blocage de
I'activité au niveau de la cyanohydrine due a liabament du pH (Cooke, Blake et
Battershill 1978) a été admise. Il conviendra defieé cette hypothese en testant a
nouveau ces souches en faisant varier le pH ebsantl les composes cyanés libérés
au lieu des glucosides totaux. De plus, les pdaéibid’optimiser ces processus de
bioconversion et de biodégradation des tubercuthsyvent étres envisagées.

Avouampoet al.,(1995), Trechet al.(1995), Ampeet al.,(1995) indiquent a cet effet
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que les facteurs les plus influents sur la biocosise du manioc sont le pH et la
température. Ces facteurs pourraient avoir uneuanfte sur les capacités de
dégradation d’amidon, de production des enzymekerebées et sur les processus
biochimiques ayant cours lors de la fermentationmdhnioc. Il conviendra alors de

dégager l'influence des facteurs température esyoH'activité du starter.

[I- Matériel et Méthodes

1. Expérimentations

Un plan factoriel 6X6 soit 6 températures et 6 @Heté utiliseé. Un plan
d’expérience a été élaboré a I'aide du logiciel NEEDD (Mathieu et Phan-Tan-Lu,
1980). La matrice résultante détermine les conasticexpérimentales de 36
expériences, permettant de cribler les deux fastétudiés (températures et pH).
L’effet de ces deux facteurs a été étudié surdessance microbienne et la production
des enzymesofamylase, linamarase et pectinases) et la dégoaddés composeés

cyanés.

2. Préparation desinocula

Les microorganismes retenus ont été repiqués diguxmiconventionnels que
sont le MRS, pour les genreactobacillus plantarumet PDA pourRhizopus oryzae
Lactobacillus plantaruma été produite dans un microfermenteur de labiveatie
marque multigen, pendant 24 heures a 40°C, aladapuspores dehizopus oryzae
sont produites dans des boites de pétri et incupéadant 72 heures a 30°C. Des

concentrés déCPufc/ml deLactobacillus plantarunet 1Gufc/ml Rhizopus oryzaent
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étés réalisés pour servir d’'inoculum initial dags proportions de 1ml du starter mixte

pour 1g de tubercules frais.

3. Influence de la température

L'influence de la température sur la croissanceagdisiles et la production des
métabolites a été étudiée pour des températurdanvade 25°C a 50°C. Six
températures ont été retenues a savoir : 25°C,,&BTC, 40°C, 45°C et 50°C. Cette
gamme de températures a été choisie car elle cdesréempératures optimales
d’activité des levures et moisissures (25°C a 35UW8s lactobacilles (30-40°C),
d’activité des enzymes linamarase (30-32°C) (Caaikad., 1978, Mponget al, 1990),
température optimale d’activité de la pectine hiake (30°C), et la pectate lyase a

(50°C) (Ampeet al.,1995).

4. Influence du pH des milieux de culture des souel.

Six pH ont été testés sur les cellules : 4,5; B,5; 7,0; 7,5 et 8,0. Pour ce faire,
les différents milieux de culture ont été prépasédes pH ajustésonvenablement.
Des inoculums précédemment apprétés, y ont édints, dans chaque cas a raison
de 16ufc/ml deLactobacillus plantarunet 1Gufc/ml Rhizopus oryzad.e thermostat
du fermenteur a été ajusté a la température omimacédemment déterminée selon
chaque germe. Le suivi de la croissance microbiemn&é alors réalisé sur des
prélevements de 10 ml de la culture toutes les d&ds pendant 96 heures, par
dénombrement selon les méthodes classiques de atimnémicrobienne (Buttiaux,

Beerens, et Taquet, 1974).
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5. Analyses biochimique et microbiologique.
5- 1- Extraction et dosage des enzymes
La linamarase a été extraite et dosée selon lelsoahes décrites par Giraed
al., (1992) en utilisant la linamarine comme substtaére mesurant I'apparition du
CN'. A 400 pl d’extrait, 100ul de linamarine a 50mMvhdadu tampon citrate 0,1 M
sont ajoutés. Le pH de la réaction est ajusté @l® empérature d’'incubation est de
30°C.
Les pectinases ont été extraites par les méthanggas par Ampet al.(1995)
et dosées par la méthode de Braumtaal,,(1995) et la méthode de Stdral,(1977).
L’activité amylolytique a été dosée par la méthdéeAmpeet al.(1995) par

réaction a I'iode de I'amidon résiduel, et lectdeela densité optique a 620 nm.

5- 2 Dosage des sucres et composés cyanés résiduels

Les sucres fermentescibles résiduels ont été domeda méthode au DNS
(Acide 3,5 - dinitrosalicilique), par ajout de eetolution a 1 ml du prélevement et
aprés chauffage dans de I'eau bouillante, refregigent et lecture a 520nm contre
blanc.

L’amidon résiduel a été dosé sur 0,1 ml de surnagdacentrifugation, comme

décrit précédemment.

5- 3- Suivi de la croissance microbienne
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Le suivi de la croissance microbienne a été réaliséénombrement sur milieu

solide tel que décrit au chapitre précédent paibétéries et les moisissures.

6-Analyses statistiques

Les analyses statistiques ont été réalisées & lded logiciels S-Plus 2000,
Statgraphics Plus 3.0 pour office 2000. Les réwultie cinétiques expérimentales ont
été analyseés a l'aide de logiciels DACSL (Agin &B 1982).

Les cultures en Batch ont été évaluées en utiligmnéquations modifiées de
Monod pour l'utilisation du substrat (disparitioresd sucres), la production des
enzymes ¢-amylase, linamarase et pectinases) et la croissaumrobienne (Andrew

1968; Edwards, 1970).
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lll- Résultats

[lI- 1- Influence de la température sur la croissame des microorganismes
sélectionnés

L'évolution de la biomasse deactobacillus plantarumindique globalement
une mortalité cellulaire pour les températures 52t 50°C, a la différence qu’a 25
°C, la mortalité cellulaire débute aprés 48 heemaron de culture, alors qu’'a 50°C
dés la 12" heure, on observe une inflexion synonyme de nitgétgfig. 10).

A 30°C et 35°C par contre, les vitesses de crogsates bactéries ont été
globalement positives (Fig. 10), avec le démarragtectif de la phase de
multiplication, qui bien que tardif s'effectue pdarbactérie & 30°C & partir de 1a°3%
heure, alors qu’elle a lieu un peu plutdt dés &"2deure pour les cultures & 35°C.

A 40°C et 45°C on note globalement un démarrageleaglés la 12" heure)
de la multiplication de la bactérie, on observe uitesse de croissance relativement
élevée, et une biomasse assez importante apresut8shde culture seulement (Fig.
10).

ChezRhizopus oryzaeon observe plutdt une bonne évolution de la bgsaa
25°C globalement, avec une phase de latence mtad¢int longue (supérieure a 36
heures pour toutes les souches). Le méme phénamétgeobservé a 30°C, 35°C, et
40°C mais ici on notera que plus la températurarenge, plus la phase d’adaptation
est longue (Fig. 11);

A partir de 45 °C on note globalement un ralentrssat de la croissance. Ainsi

a 50°C on note que les vitesses de croissancetpotas les deux souches ont été
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négatives, ce qui se traduit par une mortalitéutztie qui prend effet globalement dés

la 36™ heure de fermentation.
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On a la biomasse la plus importante & partir d8f&° heure de fermentation
avec des valeurs de l'ordre de'4@c/ml, chezLactobacillus plantaruncultivés a
40°C. On observe globalement une différence sicatifre (P<0,05) pour les
biomasses de moisissures et de levures, a partir 8&™ heure de fermentation, en
ce qui concerne les températures de culture. Prisiégduellement, apres 12 heures
de cultures pour des températures variables, orstaien que, I'évolution de la
biomasse n’est pas importante pour les températie@@$°C, 30°C, 35°C (Fig. 14), et
se situe aux environs de®lfc/ml. On note par contre, une biomasse plus itapte
pour les températures comprises entre 35°C et pbtiCle méme temps, avec les plus
forts taux chet.actobacillus plantarunavec 18ufc/ml, cultivé & 40°C (Fig. 10 et 12).

On remarquera globalement qu’on a les biomassgduesmportantes apres 72
heures de fermentation pour des températures vat&aB0°C a 45°C quelque soit le
microorganisme incriming.

Apres 24 heures, la souche dactobacillus plantarumindique déja des
biomasses assez importantes pour des tempéraniégegeures a 40 °C, avec une
biomasse de prés de®liec/ml. Pour des températures supérieures & 40f@pserve
un ralentissement de la croissance quelque statips de fermentation (Fig. 10).

Pour des temps supérieurs a 24 heures, on se oematec que quelque soit la
température, plus le temps d’incubation augmentss, la biomasse augmente jusqu’a
40°C, température a partir de laquelle on observenet déclin des valeurs de la

biomasse.
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Ainsi les meilleures biomasses ont été obtenues outes les souches a des
températures globalement comprises entre 35°C°€}, 4% a un temps de fermentation
variant de 36 heures a 48 heures (Fig. 10 et 12).

La souche d&hizopus oryzapar contre indique globalement un retard dans la
reprise d’activité quelque soit la température (Hit). Ainsi, le démarrage effectif de
la multiplication n'a lieu qu'a partir de la % heure.

On notera néanmoins une biomasse déja importaB®@@ apres 48 heures de
culture avec 18ufc/ml. Les meilleurs taux ont été néanmoins obgenB0°C aprés 60
heures de cultures avec*d@ic/ml.

Des températures de 30°C pour 60 heures de culane,été donc des
conditions optimales pour I'obtention des meilleudsiomasses (ftufc/ml) pour
Rhizopus oryzae

Les Tableaux 17 et 18 résument les comparaisofisées pour I'effet de la
température sur la biomasseladetobacillus plantarunet Rhizopus oryzae

Dans le cas deactobacillus plantarumil ressort de cette analyse qu’il n'y a
pas de différence significative (P<0,05) pour léete de la température sur la
biomasse entre 25 °C et 50 C ainsi qu’entre 35t°4D€C (Tableau 17). L'influence
de la température sur la biomasselLdetobacillus plantarun{P<0,05), nous indique
gue les meilleures biomasses sont obtenues potengseratures de 40°C, et dans une
moindre mesure, 35°C et 45°C (Fig. 12).

Dans le cas dRhizopus oryzaeon ne note pas de différence (P<0,05) pour les
effets de températures sur la biomasse pour lg3&ertures en paires suivantes : T25 -

T30 (-1,1375), T25 - T35 (0,5875), T35 - T40 (1,29 T35 - T45 (1,8125), T40 -
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T45 (0,02125) et T30 - T35 (1,725) (Tableau 18)nflience de la température sur la
biomasse ddrhizopus oryza€P<0,05), nous indique que les meilleures biongsse

sont obtenues pour les températures de 30°C, studanmoindre mesure, 25°C (Fig.

13).
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Tableau 17 : Multiple range test a8%.SD, permettant de voir les écarts de réponses

entre les différentes températures pour la souehactobacillus plantarum

Contrast Difference +Limits

T25-T30 *-5,3625 1,72925
T25-T35 *.5,8625 1,72925
T25-T40 *7,725 1,72925
T25-T45 *-5,975 1,72925
T25-T50 0,2375 1,72925
T30-T35 -0,5 1,72925
T30 - T40 *-2,3625 1,72925
T30 - T45 -0,6125 1,72925
T30 -T50 *5,6 1,72925
T35-T40 *-1,8625 1,72925
T35 -T45 -0,1125 1,72925
T35-T50 *6,1 1,72925
T40 - T45 *1,75 1,72925
T40 - T50 *7,9625 1,72925
T45 - T50 *6,2125 1,72925

* denotes a statistically significant différence.
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Tableau 18 : Multiple range test a?®%.SD, permettant de voir les écarts de réponses
entre les différentes températures pour la souelhgizopus oryzae

Contrast Difference /- Himits

T25-T30 -1,1375 2,02046
T25-T35 0,5875 2,02046
T25-T40 *2,37875 2,02046
T25-T45 *2,4 2,02046
T25-T50 *4,5375 2,02046
T30 -T35 1,725 2,02046
T30 - T40 *3,51625 2,02046
T30 - T45 *3,56375 2,02046
T30 - T50 *5,675 2,02046
T35 -T40 1,79125 2,02046
T35 -T45 1,8125 2,02046
T35-T50 *3,95 2,02046
T40 - T45 0,02125 2,02046
T40 - T50 *2,15875 2,02046
T45 - T50 *2,1375 2,02046

* denotes a statistically significant difference.
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[lI- 2- Influence du pH du milieu de culture sur la croissance et la dégradation de
I'amidon.

L'étude de l'influence du pH du milieu de culturarda multiplication des
souches indique globalement que les pH varientosction des souches utilisées.
Ainsi, entre 4,5 et 6,5, on a une meilleure bioragssur la souche deactobacillus
plantarumavec un optimum a pH 6. (Fig. 14).

Le suivi de la dégradation de I'amidon au courgatups indique globalement
pour toutes les deux souches que la bio transfavmate I'amidon est liée a la
croissance microbienne (Fig. 14 et 15). Les inlwsade pH favorisant cette
biotransformation sont identiques a ceux de lassanice c’est a dire entre 4,5 et 6,5,
pour la souche deactobacillus plantarumavec un optimum a pH 6 (Fig. 14) et pH
5,5 pour la souche dghizopus oryzaé-ig. 15).

Le meilleur pH de production de biomasses et dgdnsformation de I'amidon
en sucres fermentescibles est pH 6 p@atobacillus plantarum

L'influence du pH sur la croissance Béizopus oryzaesolés du manioc et la
biotransformation de I'amidon en sucres fermenbdssi (Fig. 15), indique une
cinétique de production de sucres fermentescibkessociée a la croissance

microbienne, avec un pic d’activité a pH 5.
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Tableau 19: Analyse de régression multiple poueffdt du pH sur la
biotransformation de I'amidon du manioc pactobacillus plantarum

Parameter Estimate Error Statistic P-Value
pH 3,79915 83,8883 0,0551495 8.B5
Amidon résiduel  0,866308 6,84016  0,12665 0,9053
Biomasse 1,32239 0,48164 -3,10091 0,0362
Sucres fermentescibles 2,53266 6,62461 0,382311 0,7217

Analyse des variances

Source Sum of Squares Df  elh Square F-Ratio P-Value
Model 9,18295 3 3,06098 9,30 0,0282
Residual 1,31705 4 0,329263

Total (Corr.) 10,5 7

R-squared = 87,4567 percent

R-squared (adjusted for d.f.) = 78,0491 percent
Standard Error of Est. = 0,573814

Mean absolute error = 0,285508
Durbin-Watson statistic = 2,46917
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Tableau 20: Analyse de régression multiple poueffdt du pH sur la
biotransformation de I'amidon du manioc p&rizopus oryzae

Parameter Estimate  Error Statistic P-Vale
pH 15,7142 5,41113 2,90404 0,0439
Amidon résiduel 0,115274 0,262345 0,439398 0,6831
Biomasse -1,27032 0,611758 -2,0765 640
Sucres fermentescibles 0,161458 7213 0,910787 0,4139

Analyse de variances

Source Sum of Squares Df Mean Square F-Ratio P-Value
Model 9,41296 3 3,13765 11,55 ,01®4
Residual 1,08704 4 0,271759

Total (Corr.) 10,5 7

R-squared = 89,6473 percent

R-squared (adjusted for d.f.) = 81,8827 percent
Standard Error of Est. = 0,521305

Mean absolute error = 0,297598
Durbin-Watson statistic = 2,31326

58



Les Tableaux 19 et 20 résument les résultats dsu&nalyse de régression
linéaire multiple décrivant les interactions edtrgoH I'amidon résiduel, la biomasse
et les sucres fermentescibles. Les équations dessigns obtenues sont :

Pour la souche deactobacillus plantarum

pH = 3,79915 + 0,866308*Amidon résiduel - 1,32239%tBnasse + 2,53266*Sucres
fermentescibles.

Pour la souche dehizopus oryzae,

pH = 15,7142 + 0,115274*Amidon résiduel - 1,27032itBnasse + 0,161458*Sucres
fermentescibles

L’'on constatera que la valeur de P dans I'analgsevédriances (Tableau 19) est
inférieure a 0,05, il existe donc une interactitatistiguement significative entre les
variables au seuil de 95% aussi bien pour les deiaroorganismes. La valeur dé R
indigue que le model de régression exprime 87,458@fs la variabilité du pH dans
le cas dd.actobacillus plantarunet 89,6473% pour IRhizopus oryzad.a valeur de
R? ajustée qui est la mieux indiquée pour les conipama des models avec différents,
nombres de variables indépendantes est par coetré8491% dans le cas de

Lactobacillus plantarunet 81,8827% pouRhizopus oryzae
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simple effectuée indique que P= 0,1176; r = 0,58786R=35,7321 %. Pour une
éguation de régression de:

Glucosides totaux résiduels = -37,0595 + 27,3095*pH

Etant donné que la valeur P obtenue pour I'anadgseariable est supérieure a
0.10,(0,1176>0,10) le pH n’a aucune influence statistiquemeghificative sur les
Glucosides totaux résiduelles pour un intervallecdafiance supérieure ou égal a
90%.

Les cyanohydrines par contre indiquent que P= 0,087 -0,64054, et &
41,0292%

L’équation du model résultant décrivant la relatgrire les cyanohydrines et le
pH est:

Cyanohidrines = 89,7619 - 12,7619*pH

Nous noterons a cet effet que la valeur de P (Q)08btenue au cours de
I'analyse des variances est inférieure a 0,10 meplique qu’il existe une relation
statistiquement significative entre le pH et lesroyhydrines pour un intervalle de
confiance de 90%. La degradation de la cyanohydserit donc tributaire de

I’évolution du pH.

lll- 4- Influence de la température sur la production des enzymes par les
microorganismes sélectionnés

L'influence de la température sur la production deszymes indique
globalement que les températures comprises enfi@ 80 40°C ont été meilleures

(Fig. 17). Ainsi, la souche deactobacillus plantaruma une meilleure activité de
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production de linamarase, a 30°C avec 1095+86UEfitdmylases (16800+186
UE/ml) et de pectinases (0,5 0,02UE/ml). La soud@®&hizopus oryzaear contre
présente les meilleures performances de producties enyzmes a la méme
température (amylases 20000+963 UE/mI, et 2,2tQ0B60l COO/mn/mg de
pectinases, 10+£86 umol kin de linamarase) (Fig. 17).

On notera qu’a 25°C et a 50°C il n'y a aucune oasgQue pas d’activité

enzymatigue quelque soit le microorganisme et yamzincriminés (Fig. 17).
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On notera de prime a bord que la soucheRtiezopus orzya@résente une
meilleure aptitude de production dei-Bmylase avec 20000+963 UE/ml aprés 48
heures de culture, pour 16800+186 UE/ml dans lededsactobacillus plantarum
Rhizopus orzyagrésente en outre une meilleure aptitude de dagoadde I'amidon
de manioc avec des biomasses globalement assezeglele 6,4 (+2,9)foufc/ml
contre 5,6(+0,2) 18 ufc/ml pourLactobacillus plantarumLactobacillus plantarum
présente la meilleure aptitude de synthése de &nase avec aprés 48 heures
seulement des taux de synthéses de 1095+86 pmboh@Montre 10+0,66 pmol CN

/mn.

64



VI- Discussion

L'influence des facteurs externes sur la croissasdéactivité des souches au
cours du rouissage du manioc étudié ici indiquebgllement que l'activité des
microorganismes est fortement influencée par leepkh température. On remarquera
que les pH 5,5 et 6 sont propices a la dégradalsncomposés cyanés alors qu’en
dessous ou au-dessus de cet intervalle, I'actestéfortement réduite. De méme les
meilleures températures d’activité semblent ét@wmpris entre 35°C et 40°C. Ces
observations sont confortées par le fait que kntiarase a son optimum d’activité aux
pH compris entre 5.5 et 6 et a une température7d€ 3elle est relativement stable
jusqu’a 72°C (Butler, 1965; Nartey 1968). Cookegk#®, Battershill, (1978) indiquent
par ailleurs que la dégradation des glucosidesan@métiques au cours des processus
naturels s’effectue en deux phases : La premi&edtame hydrolyse de la linamarine
et de la lotostraline, sous l'action d'une enzymdagene, la linamarase qui aboutit a
la formation d’'une cyanohydrine toxique, et a fiation d’'un glucose; la deuxieme
étape est la dissociation de la cyanohydrine edeacyanhydrique et cétone. Cette
dissociation est surtout chimique au cours du sagie naturel (Coon 1969). L'étude
de la stabilité de la cyanohydrine a différents (@$oke, Blake et Battershill 1978)
montre qu’elle est relativement stable en milieud@c I'équilibre entre I'acide
cyanhydrique et la cyanohydrine s’instaurant poar pH voisin de 5,5. Cette
observation pourrait expliquer le fait que nousyoles pas eu de dégradation
significative au cours du rouissage par la sou@headtobacillus plantaruma activité
linamarase, effectué au cours du chapitre précé@eneffet le pH obtenu aprés 24

heures était déja en dessous de 5. La dégradatiserait donc bloquée au niveau de
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la cyanohydrine. Nous noterons a cet effet quadesaltats obtenus au cours de ces
essais indiquent une accumulation de la cyanohggrirur des pH inférieurs a 5,5.
Okaforet al.,(1984) indique que le ramollissement du manios thr rouissage
se produit par dissociation des fibres de celluldseleur ciment pectique due a
I'action d’enzymes telles que les hydrolases etylases sur les liaisons osidiques des
pectines. Les pectinases étudiées ici son surtautpéctinehydrolase et la
polygalacturonase. L’effet des facteurs externégamment le pH et la température sur
I'activité pectinolytique de ces microorganismesidéts, indique des interactions
faibles (rpH<0,6 et rtempérature<0,4) ce qui laissggérer que ces deux facteurs
influencent peu l'activité des enzymes au coursraliissage. Okafoet al, (1984)
indiquent a cet effet que le ramollissement quiudéde deuxiéme jour au cours du
rouissage naturel du manioc se passe souvent éansodditions acides et anoxiques
et ne sont pas sujettes aux fluctuations imporsadéetempératures. Ceci indique que
les phénomenes, a l'origine de ce ramollissement, &cido-tolérantes et facultatives

aux variations de températures.

VII- Conclusion

L‘'objectif de cette derniére partie était de dégaljafluence des facteurs
température et pH sur l'activité des souches. lfessort a quelques exceptions prés
gue les facteurs températures, et pH du miliewémitent énormément l'activité des
souches. On notera ainsi que la température omtiohalcroissance deactobacillus
plantarum est de 40+5°C et le pH optimal de Bhizopus oryzaendique une

température optimale de croissance a 30+7°C etHiroptimal de 5. L'étude de
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I'activité des enzymes microbiens indique un optimd’activité a 30£5°C °C et un
pH de 52 quelque soient I'enzyme et la souchdarmnogs. Il faut noter aussi le fait
que seuls un pH de 5,5 assure la dégradation ctangés composes cyanés. Ces
parametres devraient étres mis a contribution duissipour la production des cellules
gue pour la conduite des fermentations afin de fi@e@éau mieux de I'action de ses
souches. Il pourrait étre intéressant de réaliagietment mixte des deux souches au
moins (une bactérie lactique et une moisissura) di bénéficier des avantages liés a

chacune des deux souches sous réserve d’'éventiagdiestions négatives.
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Chapitre 5

PRODUCTION ET SECHAGE DE LACTOBACILLUS
PLANTARUM ET RHIZOPUS ORYZAE SUR
QUELQUES SUPPORTS LOCAUX

|- INTRODUCTION.,

La réalisation d’'une fermentation de type artisarzal'échelle semi-industrielle
comprend plusieurs phases, dont la premiere etm&inela plus importante a été
I'identification des microorganismes responsableslal transformation du produit,
(Roblain et al., 1995). Cet aspect du travail a largement été @bard cours des
chapitres précédents. Cette étape a été impomaaitepas suffisante car I'inoculation
des germes sélectionnés impose une biomassedmtiaé et en quantité (Ampeeal.,
1994). La multiplication des germes sélectionnés®es en culture pure et en culture
mixte devient donc une nécessité.

La production de ces microorganismes en grandetiggiacessitera la mise en
ceuvre d’'un fermenteur. L'utilisation d’un fermemt&oduira une maitrise parfaite des
parametres de croissance des germes a y dévelapgmiinteractions multiples et
complexes existants entre les conditions de cyltaserendements en biomasse, et la
potentialité des microorganismes a coloniser lstsab(Agin et Blau, 1982).

Si les étapes de sélection et de production demagesont importantes, pour
une exploitation semi-industrielle ou industrielle possibilité de stocker la biomasse
doit bien souvent étre envisagée. Or les cultutesessives, pratiquées selon les
meéthodes de la bactériologie classique, entrajm@sgue toujours des variations plus

ou moins importantes des caracteres du génotypee (jgr pouvoir producteur,
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modification des caractéres morphologiques, apparibu disparition d’organites)
(Roberts, 1985). Cette propriété particuliére qules microorganismes de subir, au
cours des repiquages, de telles transformationgadations entraine, du point de vu
industriel, un énorme inconvénient (Harrigan et €&arl976). Roblaiet al, (1995)
indiquent a cet effet que le séchage des microsges sur un support adéquats,
permet de minimiser ces contraintes ; c’'est laoraipour laquelle cette méthode
classique de transferts répétés est a proscrirelpatarter. Il faudra alors rechercher
une méthode de conservation convenable des sopenemttant la stabilisation des
propriétés des microorganismes avec comme préobocamanstante le maintien de la
vigueur de ces souches. La méthode de conditionmeghele conservation choisie ici
est le séchage sur supports locaux. Ceci nécesditgudier les interactions multiples
et complexes existants entre les aptitudes a stgrpdes traitements de
conditionnement, la rapidité dans la reprise dv@tétj la potentialité des micro-
organismes a coloniser voir adopter le nouveautsatbs

Les objectifs visés par cette partie seront ppialeiment la détermination de
guelques parametres optimaux de production etod&age des souches du ferment.

Nous étudierons l'incidence du milieu de culturg, Ia production de biomasse
en bioréacteur, et linfluence du séchage sur lavisud’'une population de
Lactobacillus plantarunet Rhizopus oryzaen rapport avec la nature du support, et les

conditions physico-chimiques de séchage.
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II- MATERIEL ET METHODES.

1. Préparation des inoculums.

L'inoculum de Lactobacillus plantarunprécédemment isolé et conservé sur
gélose inclinée a été précultivé sur bouillon ME&ns des erlens de 500ml. Le pH a
été ajusté a 6,9 a l'aide d’'un tampon citrate phatp0,1M. L’ensemble a été incubé
pendant 24 heures a 40°C.

La souche d®hizopus oryzae été repiquée sur milieu gélosé PDA en boite de
pétrie de 800 mm, incubée a 30°C pendant 24 a 4Bebeles spores ont été

récupérees par immersion, et lavage a I'eau distdtérile, de la surface de la gélose.

2. Préparation des substrats
2-1 La source de carbone

Les substrats utilisés pour les milieux de cultunesété :

Le substrat CTM (Chemithermomechanical CassavadR@oéparé a partir du son
de manioc par la méthode de Latwal., (1983). La farine de son de manioc finemen
broyée et tamisée est majoritairement composéamiieiuloses et de lignine (Lawt
al.,1983). La composition de ce substrat est de (Yemeaieche): amidon 35-46; cellulose
et hémicelluloses, 10 a 15; et lignine, 5 a 8.

Le substrat WS (Wheat Straw ou son de mais) préphase de son de mais par
la méthode de Harrigan et Mc Cance, (1976). La amitipn de substrat serait de (en
% de matiére séche) : amidon, 40; cellulose et ¢dhiloses, 29,2; lignine, 13,6;
protéine, 3,6 ; et matériels résiduels 13,6.

Les substrats ainsi préparés seraient composé®%edé sucres (amidon et
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cellulose en majorité) nécessaires et suffisants pauire I'aptitude a la production

des cellulases, de la linamarase et daihylase (Mandel et Werber, 1969).

2-2- Pré-traitement des substrats.

les substrats en poudre précédemment préparégyjlaift été introduits dans
des Erlenmeyer de 7l. Chaque substrat a été mémrg® ml de NaOH 0,1N. Le
mélange est effectué a 4% v/v. Le mélange a étéisiéa 121°C (pendant 30 mn pour

le son de mais et 1 heure pour le son de manioc).

2-3- Nutriments

Le milieu nutritif décrit par Mandel et Weber (1968our I'induction de la
production des enzymes pectinolytiques a été @itdisus forme de concentré. Les
besoins en nutriments ont été déterminés en ragyat la quantité de substrats
utilisée pour chaque essai. Le milieu nutritif apdéssolution dans 1000ml de substrat
précédent contenait: KIRQ,, 784qg; (NH)SO,, 548,8g; Urée 117,9g; MgSUH,0,
117,69; CoCGl,117,69; FeSQ7H,0O, 1,960g; MnSQ 7H,0, 0,61152g; ZnSO7H,0,
0,5488g; CaGl0,784q; et I'extrait de levure, 196g. L’ensemblété stérilisé a 121°C

pendant 20 min, avant mélange avec le substrat.

3. Conduite de la fermentation
Les pré cultures précédemment préparées servemicdlum pour un micro-

fermenteur de laboratoire, de 7| de contenancepatgue Multigen, pourcactobacillus
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plantarum tandis que la moisissuRRhizopus oryzaa été cultivée sur milieu gélosé
dans des Boites de 52 X 100

Les milieux MRS (de Man Rogosa et Sharp, 1960) ewillon pour
Lactobacillus plantarumet PDA gélosé pouRhizopus oryzgent été utilisées comme
références.

La culture deLactobacillus plantarunma été réalisée sous agitation de 50, 100,
150 et 200rpm

Le pH a été ajusté a pH 5,5 (optimum pduactobacillus plantarumet 4,5
(optimum pourRhizopus oryzgepar addition aux milieux de culture stériles,NEOH
0,1N ou d’'une solution d’acide chlorhydrique (HCI1R) selon que I'on désire rendre
le milieu basique ou acide.

L'inoculation a été réalisée a %fc/ml pour les souches deactobacilles
plantarumalors queRhizopus oryzaka été & 16 spores/ml.

La durée de la fermentation a été de 48 heures°@ $0ur Lactobacillus

plantarumet 72 heures a 30°C poRhizopus oryzae

4. Préparation des concentrées

Les cellules dé.actobacillus plantarunont été récupérées aprés 48 heures par
centrifugation a 2500rpm pendant 10 minutes. Leotcabmpact a été remis en
suspension dans de I'eau physiologique stérile °& 3fuis, centrifugé a nouveau a
2500rpm pendant 10 minutes. Le culot compact rapies fois encore dans de I'eau
physiologique, a été conservée a 4°C pour la switiavail, la durée de conservation

ne dépassant pas 24 heures avant utilisation 1B)g.
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Les spores d®hizopus oryzaent été récupérées par immersion, et lavage a
I'eau distillée stérile, de la surface de la gélpses concentration par filtration a 'aide
d'un appareil de filtration sous vide de type Saw® muni d’'une membrane de
filtration de 0,5u. Le culot de filtration pateuxég récupéré et conservé au frais dans

des boites hermétiguement fermées pour la suiteadail.

5- Préparation du support

Cing types de supports ont été préparés par ldsoaés décrites par, Mugnier
et Jung (1984) : il s’agit du gel de silice (Siligal Laboratoires Biomerieux, France),
du talc (Etablissements Francois Saint-Maur-Desé&ssFrance), de la gomme de
Xanthane (Rhodopol 23; Rhone Poulenc), de 'amuamanioc (farine de manioc) et
de l'argile (Kalaba). Environ 2 g de support anleydnt été introduits dans 50 ml
d’eau distillée. L’ensemble a été porté a 70-80€ndant 20 & 30 minutes sous

agitation constante, puis refroidi a environ 30€40°

6- Ajout de I'agent de protection et du support

Trois agents de protection ont été testés : ilisthgsaccharose, du glycérol, et
du mannitol. Des solutions a 20 g/l ont été prégmréet stérilisées. Les
microorganismes précédemment produits ont été ajorgés a raison de %dc/g de
support pour la souche deactobacillus plantarumet 10spores/g de support de
Rhizopus oryzaepuis vigoureusement meélangés. Le mélange ageptratection et
microorganisme d’aspect liquide, a été alors ajauté différents supports de maniere

a avoir des mélanges d’aspect pateux (Fig. 18).

73



7- Ajustement de l'activité de I'eau (@) par équilibrage a l'aide des solutions
saturées (Multon et Bizot, 1976 ; Henderson et Piah, 1981 )

De la poudre seche des inoculums (10g) a été pliadé® un incubateur fermeé
dans laquelle I'activité de I'eau,(pa été controlée par des solutions saturées de sel
Ces solutions donnent des activités de I'eau quernatrés peu avec la température
(25 a 27°C). Les valeurs de l'activité de I'eau ét# de 0,1 pour le NaOH ; 0,32 pour
du MgCb; 0,43 pour du KCO; 2H,0; 0,52 pour Mg(NG), ; 0,68 pour du CuGl
0,75 pour le NaCl, et 0,84 pour KCI (Mugnier et guth985). Les expériences avec
des valeurs plus élevées dgsn@nt pas pus étres validés a cause des contaarmieat

spontanées.

8- Séchage

Le séchage a été realisé, selon les méthodesadepat Roblairet al. (1995).
Le principe du séchage utilisé ici a consisté ea mnise en suspension par un flux
d’'air de particules réparties sur toute la surfdcelit. L'air a été fourni par un
compresseur, les températures ont été mesuréesigzarthermocouples cuivre-
constantin connectés a un systeme d’'acquisitiodotées. Les différentes prises de
températures se situent a I'entrée d’air, a laesdfair et en surface de I'échantillon a

sécher. Les échantillons ont été séchés a 30°C, 3D”C, 45°C et 50°C.

74



9- Dispositif expérimental
Un dispositif factoriel 5X4X5X4 a été utilisé saittypes de supports, 4 agents
de protection, 5 pourcentages de matiere séchélart de séchage, et 4 températures

de séchage.

10- Méthodes analytiques

Mesure des matieres seches
Le suivi de la matiére seche a été effectué ssipdélévements de 10 g, toutes
les 12 heures, pesés puis portés a 105°C penddmeites avant d’étres a nouveau

pesés.

Suivi de la Biomasse
Numération de.actobacillus plantarum

Les bactérietactobacillus plantarunont été dénombrées sur gélose MRS sur
1 millilitre du prélevement pour les essais de paiidn et 1g de poudre seche pour les
essais de séchage, ensemencé dans la masse étan8ibC, pendant 48 heures. La

numeération a été alors réalisée par pointage @el'diun “coulters” électronique.

Dénombrement dRhizopus oryzae

Un gramme de milieu en cours de fermentation pesieksais de production de
biomasse, et 1g de poudre du starter séché, opté@evés toutes les 12 heures et des
dilutions appropriées ont été effectuées danseairilpeptonné. Des ensemencements

en surface de la gélose PDA a l'actidione, ontrétisés. Apres 48 a 72 heures
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d’'incubation a 30 °C. Un dénombrement par pointadjeect des colonies

caractéristiques de moisissures a été réalisé.
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Fig. 18 : Préparation du ferment
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Il -RESULTATS ET DISCUSSIONS.

1- Influence du milieu de culture sur la croissancees microorganismes
Les microorganismes présentent des cinétiques iquess de croissance

microbienne aussi bien sur milieux CBM a base ddamide manioc que sur milieux
synthétigues CTM (au son de manio®)yS (au son de maispu sur les milieux
conventionnels (Bouillon MRS pouractobacillus plantarumet PDA pourRhizopus
oryzag en batch. On note ainsi que les phases de latgncecorrespondent a
'adaptation du microorganisme aux substrats, narem fonction des milieux. Mais
ici les milieux MRS, PDA et CTM (au son de manisemblent mieux étres colonisés
par les microorganismes avec des phases d’adapmtsque inexistantes, par rapport
aux milieux WS (au son de mais) et CBM a I'amid@enndanioc qui présentent des
phases d’adaptation respectives de 12 et 24 hpatg$actobacillus plantarunet 36
heures pouRhizopus oryzaé-ig. 19).

L'analyse des variances (Tableau 21) indique quékiste pas de différence
entre les moyennes de biomasses obtenues surffi@emnlis milieux pour les deux
souches. Etant donné la disponibilité et le codt aetres milieux, il conviendra de
porter le choix sur le milieu a base d’amidon denima pour la production des

souches deactobacillus plantarum
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Fig. 19 : Evolution de la biomasse dactobacillus plantarun{A) et Rhizopus oryzae
(B) sur quelques substrats en bioreacteur.

Conditions opératoires :

Lactobacillus plantarum Température 40°C pH 5,5 ; agitation de 200tr/mn
Rhizopus oryzaeTempérature 30°C pH 4,5 ; sans agitation

Légende :

MRS: milieu conventionnel de Man Rogosa et Shaur feculture des Lactobacillus
PDA: milieu Potatoes Dextrose Agar pour la cultetréisolement des Moisissures
CSM: milieu a base d’amidon de manioc (Okafor,1984)

WS: milieu Wheat Straw de Harrigan et Mc Cance7@%u son de mais

CTM : milieu Chemithermomechanical Cassava Roots dediaal, (1983).

LP : Lactobacillus plantarum
RO :Rhizopus oryzae
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Tableau 21 : Analyse de variances relatives aumasses obtenues sur divers milieux

Source Sum of Squares Df Mean Square F-Ratio  P-Value
Between groups 26,7084 3 8,90281 2,27 0,1019
Within groups 109,669 28 3,91674

Total (Corr.) 136,377 13

Les essais de production de cellules réalisésdiquent globalement pris que
le meilleur milieu de multiplication des cellulestée milieu CTM au son de manioc
avec des biomasses finales de 6% wé:/ml pourLactobacillus plantarunet 9,3 167
ufc/ml pourRhizopus oryzaeMalgré les temps d’adaptation globalement lopgsir
ce milieu, il est paradoxal quils aient de meilleurendements en biomasse
comparativement aux milieux conventionnels MRSI2APEN effet, ces deux milieux
de cultures ont comme source de carbone du glupasgevrait étre plus vite et facile
a métaboliser que I'amidon et la cellulose contedass le milieu CTM (De Man
Rogosa et Sharp, (1960). Briggs (1983) indiquetaeffet que les substrats glucoseés
sont mieux indiqués pour les isolements notammans des milieux sélectifs, ou alors
employés pour la réalisation des subcultures. Brigb971) indique par ailleurs que
les meilleurs milieux pour la production des causont les substrats amidonnés et les
substrats cellulosiques. Il faut noter par ailleque le milieu CTM est en majorité
composé d’amidon, et de cellulose. L'effet de cleamgnt de substrat observé pour les
milieux conventionnels caractérisé par une phasktdace longue comparativement

au milieu CTM. En fait le milieu CTM (Lavet al.1983) a une composition assez
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proche du milieu d’isolement des souches (cosseattesmanioc). Ceci pourrait
expliquer les bons rendements en biomasses obtemuescours de nos
expérimentations. Ce substrat serait indiqué paumultiplication des souches que

nous avons isolées.

2- Effet de I'agent protecteur et du support sur lasurvie des microorganismes du
Ferment au cours du séchage.

La Figure 20 indique les différents taux de surdés microorganismes du
ferment au cours du séchage, selon 'agent de giimteutilisé. On se rend compte
gu’il n’existe pas de différence significative (R8D) pour I'effet des agents glycérols,
mannitol et saccharose sur la survie dectobacillus plantarumm mais
comparativement au séchage sans agent, ces taissagnt un effet significatif (Fig.
20). Pour l'effet des agents sRhizopus oryzadl apparait nettement une différence
significative (P<0,05) entre les essais de prateactitilisés avec un meilleur taux de

survie obtenu avec le glycerol comme agent de giiote (Fig. 20).
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Fig. 20 : Effet des agents de protection sur lavisudes souches deactobacillus

plantarum(A) et deRhizopus oryzagB) au cours du séchage
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Le taux de mortalité des microorganismes du ferrsans agent de protection
sont plus rapides pouractobacillus plantaruncomparativement aux taux de survies
avec agents de protection de méme que Rhizopus oryzaen présence des agents
de protections, les taux de détérioration ont é@ésrapides vis a vis de l'essai sans
agent de protection (Fig. 20). La mortalité comngepour le Saccharose, le mannitol
et le glycérol respectivement aprées 60, 120 etriBDapres le début du séchage dans
le cas delLactobacillus plantarumet 150, 210 et 270 minutes, aprés le début du
séchage dans le cas Bhizopus oryzaalors que sans agent de protection on note un
début de destruction cellulaire dés la premiéredn@ourLactobacillus plantarurret
dés la 66™ heure pouRhizopus oryzaéFig. 20).Au cours du séchage, un grand
nombre de microorganismes sont tués. La propod@survivants qui varie souvent
entre 5 et 30% du chiffre initial, serait dépendasht fluide protecteur utilisé (Roblain
et al.1995).

En effet, afin d’augmenter les chances de sunds germes au cours de
l'opération de séchage, on a coutume d’ajouter asuapension, des colloides
protecteurs tels que le lait, le sérum, le blameuf, de la peptone, de la mucine ou des
sucres (Buttiaux, Beerens et Taquet, 1974). Cemgndatte opération entraine
malheureusement souvent la destruction de la soomdre, ces colloides ayant un
effet toxique sur les cellules aprés chauffage (Meiget Jung 1985). L'utilisation du
glycérol, du manitol et de 'amidon réalisé au code nos essais a permis d’obtenir de
meilleurs résultats. Ces ingrédients naturels $enplus souvent utilisés lors des

opérations de réticulation appliquées aux enzyriviemdels, et Weber (1969). Les
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essais d’'applications aux microorganismes que awoss réalisés ici indiquent que
ces fluides sont adaptés au séchage de microongesis

Dans le choix des supports, il apparait tresataémt des variations importantes
dans les résultats (P<0, 05). La figure 21, illudes différents taux de survies pour
chaque support apres 1 a 8 mois de conservatioempérature ambiante. Ces
expériences ont été menées de facon a respecteral@éyes seches identiques dans
tous les cas de mélanges. Le calcul du taux deessigst fait en considérant le
nombre de survivants juste aprés le séchage conmepessentant 100% des
microorganismes totaux. On notera a cet effet ggesbuches du ferment présentent
les taux de mortalité les plus élevés sur le téraairs support avec 10% de survivants
pour les souches deactobacillus plantarumetRhizopus oryzaapres respectivement
1 et 3 mois de conservation a température ambigite 21). Pour la souche de
Lactobacillus plantarumle talc et 'amidon de manioc ont les meillelasx de survie
avec respectivement 25+4,3% et 33,2£3,1% de sumgvaapres 8 mois de
conservation alors quehizopus oryzaerésente les meilleurs taux de survie sur gel

de silice (30,1+2,4), et sur Amidon de manioc (3@x3
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Fig. 21 : Taux de survie desctobacillus plantarun{A) et Rhizopus oryza€B) du
ferment sur différents supports a température amia
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La comparaison du taux de survie aprés 8 mois deerwation a température
ambiante indique une différence (P<0,05) entreéesantillons selon les supports
guelque soit le microorganisme (Fig. 22). On nopamailleurs que le support amidon
donne des meilleurs taux de survies en considéeantieux microorganismes (Fig.
22).

3- Effet de la température de séchage et du débitair sur la survie des souches
du ferment.

L'effet de la température sur la survie des sosicheété étudié pour des
températures variants de 30°C a 50°C. On noteralegisouches deactobacillus
plantarumaux températures supérieures a 45°C meurent rapitte(en moins de 30
minutes) lorsqu’elles ont été séchées sans agengsadection, alors qu’elles ont été
plus résistantes lorsque séchées a 35°C avec m@da de manioc utilisé comme
support (Fig. 22) avec environ 76% de survivants.

De méme, les souches d@Rhizopus oryzageprésentent un meilleur taux de
survie lorsqu elles sont séchées sur amidon dean@n85°C avec environ 82+4% de
survivants (Fig. 22). On remarquera par ailleurs s meilleurs taux de survie sont

obtenus aux températures de séchage comprises36n@eet 40°C.
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Le but recherché par le séchage des microorganisstele pouvoir mettre a la
disposition des utilisateurs, un concentré de miganismes sous une forme facile a
manipuler. L’option prise de réaliser un séchageodie du fait que Bokanga (2000)
indique que les cossettes de manioc séchées dis#tast dans certaines zones rurales
pour accélérer la fermentation naturelle du maniagc.forme séchée nous a donc
semblée la plus adaptée pour les zones ruraleéfardrune technologie locale. Le but
de cette opération de séchage était I'obtentiomed’activité de I'eau faible a des
basses températures. Ceci évite la prolifératiemnaeroorganismes et réduit les éffets
de réactions chimiques et enzymatiques qui peunenire la perte de viabilité chez
les cellules séchées (Scott, 1958, Labuya, 1968)sNwons néanmoins fait face au
probleme de dénaturation thermique qui ont conduites baisses de viabilités des
germes qui atteignaient dans la plupart des cag3és. Or Roblainet al,(1995)
indiquent qu’au cours du séchage de microorganidegefaux de survivants devrait
avoisiner les 80% a 90% pour espérer conserveprigsrietés métaboliques de ces
germes. Il est donc a craindre que les multiplaisetments thermiques appliqués aux
souches soient néfastes pour la conservation dgsigies métaboliques des souches
isolées.

La technique de séchage que nous avons utilisé sgchage sur lit convectif
qui a cet avantage d’avoir une distribution uniferdes températures et un excellent
coefficient de transfert calorifique entre 'air déchage (gaz vecteur) et les cellules
séchées. Compte tenu des taux de survies fluctaargsin d’'une méme température,
il nous est paru opportun de dégager I'influenceléhit d’'air sur le taux de survie a la

température optimale. Il a été choisi la tempéeatle 35°C pour vérifier I'effet des
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débits d’air sur le pourcentage de survie Lldetobacillus plantarumet Rhizopus
oryzaeEn effet cette température s’est avérée indigaéaduisant des meilleurs taux
de survies, pour les deux microorganismes prisaidwbent. Le mélange a sécher a été
constitué par 1/3 de germes et 2/3 de support damde manioc de facon a obtenir
une matiére seche de départ de I'ordre de 80%¢étkeagie a été ainsi nettement plus
lent et a permis d’étudier I'évolution de la pogida sur toute une gamme de débits
d’air.

On note globalement un comportement des microosgaas trés différent des
séchages précédents et variant avec les débits li'ae dégage notamment de ces
essais que le maintient a des taux de surviesisupgs a 80% peut-étre réalisé pour
des débits d’air de I'ordre de 16fm aussi bien pouractobacillus plantarungue pour
Rhizopus oryzaeUne fois cette barriere de 18 de débit d’air dépassée, nous
arrivons comme dans le cas des séchages sans |cdeodébits d’air réalisé
précédemment a des pourcentages de survies bpebasp de I'ordre de 10% (Tableau

22).
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Tableau 22 : Influence du débit d’air sur la sumes microorganismes du ferment au
cours du séchage sur lit fluidisé

Microorganismes Débits d’air (en’th)  Taux de survie (%)
0 15,7+3,4
5 32,945,1
10 80,6+2,6

Lactobacillus plantarum 15 42,444 1
20 10,1+2,5
0 24,743,4

Rhizopus oryzae 52,5462
10 97,1+3,6
15 50,549,1
20 8,7+3,2

V- Conclusion partielle

Au terme de cette partie, il se dégage que le ewilinilieu de multiplication
des germes est le milieu CTM de Latval.,avec pour substrat de la farine de son de
manioc finement broyée et tamisée, aux quels p®dients sources d’azote et autres
minéraux nécessaires a la croissance cellulairéténajoutés. Le fluide de protection
indiqué est le glycérol, alors que le support lesphdapté a été 'amidon de manioc.

Les meilleures températures de séchage sont 35fCupadébit d’air de 10 Fth.
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Chapitre 6

BIOCONVERSION DU MANIOC CYANOGENE PAR
LACTOBACILLUS PLANTARUM ET RHIZOPUS
ORYZAESECHES SUR SUPPORT AMIDON

|- Introduction
Les souches dehizopus oryzaetLactobaccillus plantarunisolées en plus des

potentialités réelles de bioconversion des tubescule manioc qu’elles présentent,
sont aptes a supporter les traitements de sécNadlkeeureusement, malgré l'activité
B-glucosidase importante observée, des taux assexésel en glucosides
cyanogénétiques sont présentes dans les tubefentaentés a l'aide de starter (Cf
chap. 3). L’hypothese d’'un blocage de l'activité raueau de la cyanohydrine due a
I'abaissement du pH (Cooke, Blake et Battershilf89a été admise et vérifiée au
chapitre 4. La question de recherche qui se possticelle de savoir comment assurer
I'étape de dégradation de la cyanohydrine en aci@mhydrique? L’hypothese de
recherche y dérivant est que si nous additionnames hase au milieu en cours de
fermentation aprés la 2% heure c’est & dire au moment ol la majeure pdgi
glucosides cyanogénétiques sont transformés erohydnnes (Braumant al, 1995),
il se pourrait que les processus chimiques de dégom de la cyanohydrine en acide
cyanhydrique puissent évoluer normalement.

Par ailleurs, Mugnier et Jung (1985) indiquent tpgetraitements thermiques
appliqgués aux microorganismes sont susceptiblesduiiie une perte partielle et
parfois méme totale d’activité enzymatique chestmsches. Les multiples traitements

thermiques appliqués au cours du séchage a nos siriches ne peuvent ils pas
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causer la perte des propriétés métaboliques ddenpssouches? Les objectifs de cette
partie du travail sont dans un premier temps digml'effet de I'addition du NaOH
aprés la 24™ de fermentation, sur la dégradation des cyanohgdrid’'une part, et
d’évaluer les performances, du ferment sur supporidon sur les tubercules de
manioc cyanogenes. Cette évaluation porte esdentiht sur la durée du rouissage,
la réduction des glucosides cyanogeénétiques, liamadlon du taux de protéines
totales et la qualité microbiologique du maniocireis a vis du développement de

quelques germes pathogenes.

lI- Matériel et méthodes

1. Préparation et utilisation du ferment

Le rouissage a été effectué par ensemencementblescuiles de manioc par
des microorganismes sur support d’amidon composé.abtobacillus plantarum
contenant 1Wfc/g de support, et d®hizopus oryzaeontenant 1®pores/g de
support.

Les microorganismes sur support ont été au prémaklonstitués a 20% dans
de l'eau peptonée puis pré incubés pendant 2 heuresnpérature ambiante des
maniére & avoir des concentrés déuidml Lactobacillus plantarumet deRhizopus

oryzaecontenant 1&pores/ml avant utilisation.

2. Méthodologie
Les racines de maniodVénihot esculentaCrantz) de variétés améres non

altérées achetées sur le marché de Ngaoundérééténlavées, épluchées, puis
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découpées. Des lots de 500 g ont été réalisésrémigr lot a été immergé dans de
'eau de puits, dans un erlen de 1 L, et sert deoiié de rouissage naturel au
laboratoire. Un second lot est pasteurisé a 80%€a& 15mn puis immergé dans de
l'eau distillée stérile puis, ensemencé par le éatnapres refroidissement a environ
30°C, a été incubé avec le premier lot, a températu laboratoire. Apres 24 heures
de rouissage, du NaOH 0,01N est ajouté dans lgzogrons de 10%. Ceci sert de
témoin de rouissage avec le ferment. Une expérmtient préalable avec de l'acide
lactique a 10g/I indique un pH voisin de 3,5. Pmmener le pH de 100ml de cette
solution & 5,5 il a fallut une chute de burettel@ml de NaOH 0,01N.

Parallelement des prélevements ont été effectugs e ménagere qui réalise
une fermentation en puits dans un trou creusé aemi@nsol, rempli d'eau, par
immersion des tubercules. Ceci constitue le témda fermentation naturel
traditionnel. Des portions de tubercules ont ét¥saprélevées toutes les 24 heures
dans tous les témoins pour analyses physico-chasiqubiochimiques et

microbiologiques.

93



4. Méthodes analytiques.

Analyses physico-chimiques et biochimiques

Le pH, l'indice de pénétrometrie, la concentrat@ncyanures totaux résiduels,
le taux de protéines totales ont été déterminé&m des mémes méthodologies
d’évaluation décrites dans les chapitres précéedents

Numeération de la microflore pathogéne.

Le suivi de I'évolution de la microflore au courssddifférents rouissages se fait
sur des échantillons prélevés toutes les 24 hepmes)es méthodes classiques de
dénombrement en boites de pétries d'apres les deihde Buttiawet al(1974). En
utilisant le milieu EMB (éosine méthylene bleu) pdes coliformes totaux, et TSN

(Trypcase-Soy-Néomycine) pour les sulfito réedudeur

lll- Résultats et discussions.

Potentiel d'hydrogene

On note une baisse plus accentuée du pH lorsussage avec le ferment des
les 24 premiéres heures comparativement aux ra@gssaaturels (Fig. 24). Le pH
passe ici de 6,9 a 6,5 pour un rouissage naturklbeuratoire, a 5,2 pour le rouissage
chez la ménagere, a 3,5 pour le rouissage aveartersmixte et 6,9 pour le rouissage
stérile. La baisse plus accentuée au cours dusamggsavec le ferment mixte, pourrait
étre d0 a une introduction massive des Lactobacile ferment dont l'activité de
synthése des acides organiques contribue a ab&spkr (Giraudet al., 1992). Ceci
pourrait étre bénéfigue dans le sens de l'amélorale la qualité hygiénique des

dérivés du manioc, et de I'amélioration de la duléeconservation des dérivés du
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manioc. En effet les bactéries lactiques introduiegant amylolytiques, se sont
multipliées rapidement sur amidon de manioc. Cabwisme de I'amidon abouti a la
production des acides organiques, notamment delédactique (Girauet al,. 1992).
Ces acides, limiteraient considérablement le dé@psment des microorganismes
indésirables ou pathogenes. Keledeal. (1995), indiguent que pour que l'action
stabilisatrice soit efficace, il faut que l'aciddtion soit rapide et qu'en moins de 24
heures, le pH s'abaisse aux environs de 4, ce cé de cas ici s'agissant de la
fermentation avec le ferment mixte (Fig. 24).

Apres addition de NaOH 0,01N, le pH s’éléve bresgent jusqu’aux environs
de 5,5 puis s’y stabilise 24 heures avant de rejpeenne allure descendante (Fig. 23).
Cette stabilisation du pH aux environs de 5,5 pph@4 heures seraient suffisantes
pour assurer la dégradation de pres de 90% de kydrnines en acides cyanhydriques

(Ampe et Brauman , 1995)
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Fig. 23 : Evolution du pH au cours des différerssags de rouissage.

Ramollissement.

Le ramollissement ici a été plus rapide dans $edtarouissage avec le ferment
(Fig. 24) comparativement aux rouissages naturdlsstériles. L’indice de
pénétrometrie indique déja une valeur de 12mm/5dald8™ heure par utilisation du
starter mixte, valeur atteinte seulement a 1a®12Beure pour un rouissage naturel.
Cette accélération du ramollissement pourrait étre a la présence dans le ferment
des microorganismes capables de produire la pégtiinelase et la polygalacturonase,
enzymes qui contribuent a la dégradation des pEc{iAmpeet al.,1995). La pectine
étant par ailleurs, le constituants majeurs deal@ipcellulaire, et responsables de la

rigidité de la pulpe du manioc (Bombily, 1995). lagnollissement obtenu ici n’est pas
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le fait d’'un stress physique mais, on observe pligidune dissociation progressive du
tissus cellulaire qui fait penser a une désintégnade structures. Ampet al., (1995)

indiquent a cet effet, que le ramollissement duiot@an’est pas seulement le fait du
stress physique, mais surtout de l'activité desyrapg pectinolytiques, dont la

pectinehydrolase et les polygalacturonases.
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Fig. 24. Evolution du ramollissement au cours dssis de rouissage
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Les cyanures et les protéines totaux.

Les dosages effectués en fin de fermentation, momtispermis de constater
gu’au cours de la fermentation par le fermentglesosides totaux ont été réduits de
prés de 954%, comparativement aux rouissages naturels oubseree des taux
d'élimination de moins de 50% (Fig. 25). Ampe eanan, (1995) font remarquer
gue la linamarase endogéne présente dans lesgagmaanioc semble suffisante pour
assurer I'élimination de la linamarine. Mais leissage stérile effectué ici indique que
les taux de glucosides résiduelles est encoretawnimportant (175ppm). Par contre,
le rouissage avec le starter composé de la sowechactbbacillus plantaruna activité
linamarase, indique une baisse importante du nivésiduel de cyanures totaux.
Ikédiobi et al.(1985) montre que I'addition de la linamarase eregeéendant la phase
de fermentation permet de réduire la quantité denases résiduels qui passe de
200ppm en deébut de fermentation a 25ppm. Ce tauaBeurs en dessous des taux
recommandés par le codex alimentarus (FAO/codexealiarus, 1991). La microflore
exogene contribue donc a améliorer I'éliminatiors dgyanures présents dans le
manioc. Okafor (1984) vient confirmer cette aseertpar I'isolement de plusieurs
bactéries capables de dégrader la linamarine. it@ diminution observée au cours du
rouissage avec notre ferment, est donc liée a aingté linamarase exogene intense
(des microorganismes du ferment). Giraetd al. (1995) comparant l'effet de
I'inoculation de la pulpe de manioc paactobacillus plantarumA6 (amylolytique) et
Lactobacillus plantaruniacto labo (non amylolytique), ont indiqué queitaimarine

disparaissait completement dans tous les cas, ensnde 5 heures. Mais comme
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observé au cours du chapitre 4, la linamarine didpanais les glucosides totaux
restent élevés. Ce fait s’est expliqué par ledaitl y avait accumulation d’'un autre
composé toxique issu de la dégradation de la linama la cyanohydrine (Cooke,
Blake, Batershill, 1978). Le pH acide ayant étérimmé comme responsable du
blocage de la dégradation de la cyanohydrine edeacyanhydrique, nous avons
introduit une base dés la®4 heure. Les résultats indiquent une nette diminutio

taux des glucosides totaux en fin de fermentattog. 5).
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Glucosides Totaux
Résiduelles (en ppm)

oN5388RE8RE

Manioc RouissageRouissageRouissage Rouissage
frais stérile  Naturel Naturel avecle
labo  ménagere ferment

Fig. 25: Distribution des glucosides résiduelsugtapres rouissage des tubercules de

manioc par nos différentes formulations du Starter.

Les protéines totales.

Les protéines totales, augmentent de2106 avec le ferment alors que I'on
n'‘observe pas de différence (P<0,05) entre les dauprotéines dans le manioc frais,
comparativement au manioc rouis de maniere natur@ig. 26). Ceci pourrait
s'expliquer par le fait que nous avons introduissngement des moisissurdédhizopus
oryzag par le biais du ferment, ces champignons étantlaytiques, se seraient
immédiatement multipliés en induisant une biomassgortante en fin de

fermentation, ceci aurait eu pour corollaire l'aggmation de la valeur protéique du
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manioc apres fermentation avec le ferment, les pigmons par leurs corps protéiques

étant une source de protéines de qualité (Yan8g9)l

Protéines
totales(en%MYS)

Starter
Naturelle
traditionnelle
Naturelle labo
Manioc frais

Fig. 26: Distribution des protéines totales apokgssage

101



Les pathogenes.

On remarque une nette diminution des coliformedest clostridiums au cours
du rouissage avec le ferment comparativement aussages naturels (Fig. 27 et Fig.
28). Ceci pourrait s'expliquer par l'activité desctéries lactiques que nous avons
massivement introduites dans le milieu. En effes, loactéries en produisant des acides
organiques pourraient jouer un role déterminantsdiamélioration de la qualité
hygiénigue du manioc. L'effet antiseptique desexi@dctique et acétique liée a leurs
formes dissociées, leur permet d'entrer dans legdeebactériennes ou ils s'ionisent et
s'accumulent, provoquant un abaissement interngHdat le blocage de mécanismes
de transport (Abe et Lindsay, 1978, Nait al., 1989). De plus au cours de la
fermentation, le métabolisme des bactéries lactigere présence du GOdégage,
conduit a une accumulation de peroxyde d'hydrog@t,), autre antiseptique
puissant contre les germes pathogénes intestirendifonet al., 1990, Braumaret
al., 1995). Dans le méme sens, Svanglaetral. (1990, 1991a et 1991b) ont réalisé des
études spécifiques concernant l'effet de la feratiemt lactique sur la diminution de
Salmonella typhymurium, Staphylococcus aureus, dfstha coli, et Shigella
disenteriae et les implications sur I'état des populatiomnfdints alimentés avec des
produits amylacés apres fermentation lactiqueoniisconclu a des effets trés positifs
de la fermentation lactigue sur la diminution désques de diarrhées chez ces
populations infantiles. Ces observations viennestfarter les résultats que nous

avons eus par l'utilisation du starter mixte.
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I\VV- Conclusion partielle

Au terme de cette partie, Il apparait que Lesenagints thermiques appliqués
au cours du séchage n’ont pas entamés les prapnétaboliques des souches isolées
et utilisées comme starter. Comparativement auxlteds obtenus au cours des
expérimentations avec les microorganismes non sé¢léd. chapitre 3), nous
constatons que les rendements de bioconversioesubsont conservés. Mais ici le
taux de glucosides totaux résiduels baissent efteoent, ceci étant corollaire a
I'abaissement dés la 9% heure du pH consécutif & I'ajout du NaOH. D’aypeet,
I'utilisation du ferment composé deactobacillus plantarunmet Rhizopus oryzaea
permis d’avoir un ramollissement plus rapide (1268))/ un meilleur rendement de
détoxication (taux résiduels de glucosides totaupistnant les 5% seulement), un gain
en protéines non négligeable (10%), et une medlewalité hygiénique des produits

dérivés du manioc.
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CONCLUSION GENERALE

Le travail abordé ici, en prenant en compte I'étaien cas d'utilisation de
ferment a deux microorganismes, essaie d’élucidar ges analyses physico-
chimiques, biochimiques et microbiologiques de irmut’ensemble des situations,
relativement aux conditions de production et deseovation des microorganismes
destinés a la fermentation du manioc. Ceci a étufgort d’'une réflexion sur les
conditions de viabilité des germes séchés sur stgpacaux et de leur utilisation
comme ferment pour un rouissage contrélé du masyanogene.

Dans cette optique, des souches de microorganismesetés isolées des
cosettes de manioc anhydres. Parmi la centainesaleshes isoléed,actobacillus
plantarum et Rhizopus oryzaese sont avérées intéressantes pour le rouissage du
manioc. En effet ces deux souches ont présent®@rties fhabilitées a produireaF
amylase, lg3-glucosidase, et des polygalacturonases. En oegreléux souches ont
présenté les meilleures aptitudes de croissanamiiaux a base d’amidon de manioc.
Utilisées en cultures pures et en cultures miXtes,deux souches ont présenté des
capacités reelles de bioconversion de la pulpe aoion, notamment dans le sens du
ramollissement et de la dégradation des compos&sésy Leur utilisation comme
ferment pour rouissage du manioc, en tenant coadgtpielques conditions physiques
optimales préalablement déterminées a savoir unpémture de 30°C et un pH de
5,5, a permis de réduire de 95% les glucosideautptde ramener la durée du
rouissage a 48 heures maximum, et d’améliorer dex tle protéines totales. Des
essais de conservation de ces microorganismesugpoids locaux ont permis de

dégager quelques parametres externes nécessairdepolséchage notamment les
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possibilités d'utiliser 'amidon de manioc commeppart et le glycérol comme fluide
protecteur.

Dans un contexte caractéristique d'un regain éttpour la transformation du
manioc lié aux multiples contraintes largement dbes en introduction, ce travalil
aura eu le mérite de répondre a quelques-unesd@sesttentes des principaux acteurs
de la filiere manioc. En effet quelques contraintas été levées notamment celles
relatives a la détoxication, a la réduction du terdp rouissage, aux possibilités de
présenter le starter sous forme séchée donc famiemanipulable par les paysans des

zones rurales.

PERSPECTIVES

Malgré ces premiers essais encourageants, nous awobté quelques problémes
dont la résolution sont des préalables a une égkatwlgarisation du ferment.

Sur le plan technique il conviendra de:
- procéder a une analyse moléculaire des souchresl@fconfirmer les identification
des espeéces.
- étudier la stabilité génétique de la microflone frment, dont le rendement de
bioconversion baisse énormément aprés séchageuesidiotemps (résultats observes
non montres) ;
- concernant le séchage des microorganismes dierstles parameétres étudiés ici
demeurent trés limités pour conclure a une optifmisadu proces. En effet il serait
trés intéressant de réaliser un séchage suriliigiiet voir I'effet du cisaillement des

particules sur les microorganismes.
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- Il serait aussi nécessaire de dégager 'effefamisseur de la pate séchée sur la
survie des microorganismes ;
- comparer le séchage aux autres méthodes de vwatiees, notamment
I'encapsulation.
- utiliser ce ferment sur un mélange de racinesmamioc de variétés différentes,
comme au cours d’un rouissage traditionnel. Cearait ne pas donner des produits
finis de qualités organoleptiques identiques, laié#@ du manioc utilisée eétant
fortement tributaire de la qualité du produit fini.
Sur le plan socio-économique :
- l'utilisation de ferments pour la fermentation hanioc n’est pas chose courante, ce
nouveau « paquet technologique » est-il assezesgant pour étre introduit dans les
pratiques traditionnelles de détoxication du mamiecCameroun?
- l'utilisation des ferments représentent-ils urteraative crédible et durable en
matiere de développement de I'industrie de transftion du manioc?
- ce ferment peut-t-il induire des prémisses d’praessionnalisation de I'industrie de
transformation du manioc encore dans sa phasaraates ?
- les industriels et de nombreux commercants pdtileenalablement s’appuyer sur
des microorganismes pour conduire des unités desftianation alimentaire du
manioc ?

Ces interrogations aussi pertinentes qu’elles s@iens paraissent quelque peu
utopiques et ce constat bien qu'il apparaissepegsimiste et sans complaisance, n’est

pas dénué de tout fondement.
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Quelles que soient les nombreuses questions derokeh que cette these
souléve comparativement aux problemes résolugrribution scientifique apportée
par ces résultats, peuvent apparaitre positifs, m@moteurs, et en prenant acte, la
question essentielle devient a nouveau celle desef® appropriées, d'utilisation des
microorganismes pour I'amélioration des procédaditionnels Africains. De ce fait
nous osons croire par la justesse des observat@egees au cours de ce travail,
pouvoir stimuler la réflexion vers la poursuite desestigations en matiére de
biotechnologie orientée vers 'amélioration de lmlité de nos aliments traditionnels

en général et particulierement, le manioc.
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ANNEXES

COMPOSITION DU MILIEU MRS

Peptone BactériologiqQUe..........ovvi it e e e, 10
Extraits de viande. ... 5
EXIraits de [eVUIeS. ... e 5
Amidon soluble.........o 10
GIUCOSE. .. et e e e e e 10
Hydrogenophosphate dipotasSium..........coviviiiiiiiie i i e 2
Hydrogenocitrate diammoOniUm..........oooi it e e e eens 2
ACELAte dE SOUIUM. ...t e e e e e e e e e e e 5
Sulfate de MagnNéSIUM...... ..ot e 0,1
Sulfate de MaNQANESE..........iu i e 0,05
TWEEN B0 e 1
0 = 12
HoO e e e e Qsp1000ml.

EXtraits de POMMES. ... ..o 200
0 = PP 15
DeXtrose (OU GIUCOSE) ... ...ueeit i e e e e e e e 20
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Cuire les pommes de terres dans environ un ligauwd’ puis filtrer et recueillir le jus.

Ajouter ensuite le Dextrose et I’Agar puis diluar gbullition

COMPOSITION DU MILIEU SABOURAUD

Bio-THIONE ... 3
BIO-T Y PCASE . .. ettt 3

2 T T ) 7= 3
EXtrait de [@VUIES ... .o e e e e 2
Extrait de mall... ... 1
AMIAON Lo e e 19
Phosphate monopotassSIiQUE. ..o e 0,5
Phosphate disodiqQUe..........cooiii i 0,5
0= 13

COMPOSITION DU MILIEU A BASE DE PECTINE DE POMME
(pour recherche des microorganismes pectinolytiques

PeCting de POMIME.....uuii i e e et e et e e e e e eeenes 79

Bleu de bromothymol............cccccoooi i e e.2..0,0001mI

Ajuster le pH a 7,5 avec du NaOH.
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PUBLICATIONS SEMINAIRES ET COLLOQUES

A ce jour, plusieurs travaux de la these ont ét@i@sl dans des journaux nationaux ou

internationaux et présentées au cours de plusiellogjues internationaux:

1-

2-

Screening des microorganismes a propriétés ferimestpour le manioc,
Tropicultura, sous presse.

Fermentation du Manioc par une culture mixteLdetobacillus plantarum
et Rhizopus oryzaeMicrobiologie et hygiéne alimentaire, (2003) Vid
(44) 9-15

Cassava fermentation by a mixt starter culture delfulase Production,
Proceedings of the Sixth international scientifieating of the Cassava
Biotechnology NetworlB-14 Mars 2004, CIAT Cali, Colombie.

Mise au point d'un ferment mixte destiné a la bioa@rsion des tubercules
de manioc cyanogen®™® Prix International « ANLP Young Investigator
2003» par le comité scientifique de 'ANLP (Afric&tutrition Leadership
Program) Novembre 2003 a Potschefstroom, en Afriqusud,.

The use of a starter culture to improve cassavendetation, 12-16
septembre au congres FOOD MICRO 2004, a Porto|e@ e,
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