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AVANT - PROPOS

Cette these de Doctorat d'Etat de I'Université de Ouagadougou, est une
these sur publications. Elle est rédigée sur la base desdites publications
complétées ou actualisées par des données nouvelles. Une introduction

générale initie un fil conducteur permettant de relier les difféerentes

publications et conduisant a la conclusion générale.



INTRODUCTION

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

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

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

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

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

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

Les boissons traditionnelles fermentées sont produites selon les
procedés traditionnels généralement dans les zones ou sont cultivées
les matiéres premiéres végétales, par exemple le palmier a huile, les
agrumes, l'ananas et la canne a sucre. La technique de fermentation
consiste a laisser tourner le jus extrait de certains fruits ou la séve du
palmier a huile afin de produire de I'alcool. Il s’effectue une fermentation
spontanée grace a la présence de la microflore issue de la matiére
végeétale. Les vins de certains types de fruit sont trés appréciés des
congolais mais la période de production correspond a l[a saison de
maturité du fruit. On peut citer les vins d'orange, de pamplemousse,

d'ananas, de palme, etc...Comme autres boissons alcoolisées, il y a le

boganda, qui résulte de la fermentation d'un mélange aqueux de la

farine de malt de maijs avec la farine de manioc empesée. Le liquide
fermenté est par la suite distillé.

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

avec la pauvreté qui galope. Le lait fermenté, notamment le yaourt, est le



produit laitier le plus répandu. Tres prisé en raison de son caractére
nourrissant et rafraichissant et de son colt modéré, il est fabriqué dans

des petites unités industrielles et artisanales.



CHAPITRE 1
REVUE BIBLIOGRAPHIQUE



1. LES FERMENTATIONS

Selon les theories sur ['histoire de la terre, les premiéres cellules
vivantes apparues il y a environ 3,5 x10° d'années dans un
environnement dépourvu d’oxygene mais riche en molécules organiques
d'origine geochimique, ont 4l utiliser des voies métaboliques
productrices d'ATP les plus primitives qui ressemblaient
vraisemblablement aux formes actuelles de fermentation (1).
La fermentation est une oxydation biologique au cours de laquelle
accepteur final d’hydrogéne est un composé organique. Cet accepteur
final peut étre un produit de dégradation du substrat oxydable ou une
autre substance organique présente dans le milieu. Le substrat oxydable
peut aussi jouer ce double rbie, a la fois source de carbone et accepteur
_d'électrons libérés. |
Louis PASTEUR a reconnu en 1860 que la fermentation n’était pas un
processus spontané mais le résultat de vie en absence d'air (2). il a
réalisé que des levures décomposent beaucoup plus de sucres en
anaérobiose gu’en aérobiose et que la fermentation anaérobie était
essentielle a la vie de ces organismes (2). Actuellement, le mot
fermentation est employé indistinctement pour des cultures microbiennes
en présence ou en absence d'oxygene. Une double définition de la
fermentation peut étre donnée.

a) La fermentation est 'ensemble de processus de transformations
d'oxydo-réduction conduisant, a partir d'un substrat organique, a un
meétabolite particulier avec production d’énergie sans transport
d'électrons. Selon la nature du meétabolite synthétisé par le micro-

organisme, on parle de fermentation alcoolique, lactique, aceétique,

etc.



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

Certains micro-organismes en anaérobiose pour survivre tirent leur

éenergie de la transformation des glucides en alcool, dioxyde de

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

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

réduction du pyruvate qui différencient les bactéries fermentaires. Elles

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

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

acétique, lactique, propionigue, etc...

ll'y a donc plusieurs types de fermentations.
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1.1 LES TYPES DE FERMENTATIONS

1.1.1 La fermentation alcoolique
Le catabolisme des sucres simples en anaérobiose avec production
finale d'éthanol et de dioxyde de carbone constitue la fermentation
alcoolique (2) (3). La fermentation alcoolique est trés répandue chez les -'
levures, Saccharomyces, Kluveromyces, Brettanomyces etc. Peu de
bactéries (Zymomonas mobilis, Zymomonas lindnerie, Zymosarcina
ventriculi,...) réalisent [a fermentation.
Dans la fermentation alcooligue par la levure, le cycle métabolique
débute par la glycolyse ou voie d'Embden- Meyerhof- Parnass. C'est
ensuite I'acétaldéhyde, produit de la décarboxylation du pyruvate, qui -
est 'accepteur d’électrons. La réduction de l'acétaldényde est assurée |
par ['alcool déshydrogénase en présence de NADH,.
Le NADH produit dans I'étape de l'oxydation est reoxydé dans une
réaction par laquelle le substrat est réduit en produit final. Le NAD
alterne entre les formes oxydées et réduites.
Ce couplage strict des étapes d'oxydation et de réduction est
caractéristique de toutes les fermentations anaérobies. La formation
d'ATP a partir dADP et P; par phosphorylation au niveau du substrat
est commune a toutes les fermentations.
Les souches de levures assurant la fermentation alcoolique tolérent des
concentrations élevées d'éthanol, plus de 15% (v/v), que supportent peu

de micro-organismes. Toutefois, cette tolérance varie d’'une souche a

I'autre.



damnosus. Quelques bactéries lactiques du genre Lactobacillus,
notamment Lactobacillus coprophilus, L. fermentaturn, etc... et
Leuconostoc mesenterofdes accomplissent la fermentation
hétérolactique par la voie des pentoses-phosphates, car ces bactéries
manguent [es enzymes clé de la fermentation homolactique, la fructose-
1,6-diphosphate aldolase et la triose-phosphate isomérase.

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

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

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

Une autre fermentation basée sur ['oxydation en 86-phosphogluconate
utilise fa voie d’Entner-Doudorof.

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

des bactéries lactiques.
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1.1.3 La fermentation acétique

L’acide acétique est le produit principal de la fermentation acétique. Il
provient de l'oxydation de I'aicool. Comme bactéries acétiques, ['on peut

citer Clostridium aceticum, C. thermoaceticum, Acetobacter woodi, etc. ..
1.1.4 La fermentation propionique

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

résumée de facon suivante :

pyruvate + méthylmalonyl CoA ——> oxaloacétate + propionyl CoA

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

succinate + propionyl CoA——> succinylCoA+ propionate
succinyl CoA > méthymalonyl CoA

Les bactéries propioniques, notamment celles du genre

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

d'énergie de liaison a partir de I'acide lactigue.



Le gain net est une molécule d'ATP. Cette réaction explique
probablement la niche particuliere dans 'écologie du rumen de 'animal

qui est occupé par les bactéries propioniques.
1.1.5 La fermentation butyrique
Le glucose peut étre converti en acides butyrique et acétique.

2 glucose +2H,0 — = butyrate'+2 acétate” + 4CO, + 6H, +3H"
AG® =-478kJ/2 moles de glucose

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

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

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

Il existe des fermentations étroitement liées qui sont accomplies par

Clostridium kluyveri

2CH;3-CH=CH-COO" +2H,0 > butyrate” + 2 acétate + H”
Crotonate AG®'=-105kJ/mole



butyrique (3)
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Une autre fermentation inhabituelle accomplie par Clostridium kluyveri
est la conversion d’éthanol et acétate en butyrate et capfoate

Ethanol + acetate’ —F——> butyrate” + H,O

2 éthanol + acétate” ___ 5 caproate” + 2H,0

1.1.6 La fermentation acide mixte

La fermentation acide mixte permet la dégradation de 'acide pyruvyque
produit a partir du glucose en anaérobiose en différents produits selon
les especes de micro-organismes et leur complément d’enzymes. Elle
produit :

(a) 3 acides majeurs (I'acide lactique, l'acide succinique et I'acide
acétique), (b) I'éthanol, (¢) et soit l'acide formique soit le dioxyde de
carbone et I'hydrogéne, selon I'absence ou la presence de l'enzyme
hydrogene lyase formique.

Cette dégradation du pyruvate survient par une des deux voies distinctes
de fermentation: la fermentation acide mixte et la fermentation
butanediol (2) (3).

Les entérobactéries comme Escherichia coli, Salmonella et Enterobacter
sont impliquées dans |la fermentation acide mixte. La réaction globale de

la fermentation acide mixte peut étre écrite ainsi :

Glucose + H,0 > éthanol + acetate + H" + 2 H,+2CO,

A G° =-225 kJ/mole.

La fermentation butanediol produit aussi les acides lactique, succinique
et acétique mais en guantités plus faibles. D’autres produits de [a
fermentation butanediol sont le butanediol, I'éthanol, le dioxyde de

carbone et I'hydrogéne.



Les deux voies peuvent étre facilement distinguées par la quantité

d'acides produits.

Il y a plus d’acides produits dans ia fermentation acide mixte que dans
la fermentation butanediol. Le rapport CO, /H, produit dans les deux
voles est différent : le rapport est 1/1 dans la fermentation acide mixte

mais 5/1 dans |la fermentation butanediol.

Mixed acid fermentation (e.g. Esclrericltia coli)

Glucose —>——>——> Pyruvate > Lactate

Glycolysis

CO,

~ E — Succinate

v —* Ethano!
AcetvlCoA
Acetate
+ L »
L > CO:
Formic acid
(HCOOH)
_’ H_‘

Butanediol fermentation (e.g. Enterobacteri)

—» 2.3 butapediol + CO-
——» Etahnol
— Lactate
Glucose —»——»—» Pyruvate _
y —» Succinate
Glycolvsis
—P  Acctate
_> CO:‘H:

Figure 4 : Fermentation acide mixte (3)

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

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

Les fermentations acides mixtes ne se limitent pas aux bactéries. Les
trichomonades, protozoaires flagellés parasites, ont aussi un

métabolisme aérobie ou le pyruvate est converti en acétate, succinate,

dioxyde de carbone et hydrogéne.
1.1.7 La fermentation méthanique

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

Le clivage complet de [a matiére organique biodégradable dans les
eécosystemes anaérobies sans lumiere ou accepteur d'électrons autre

que le CO, implique au moins trois groupes métaboliques généraux de



microorganismes. Un groupe complexe d'anaérobes hydrolyse et
fermente les substrats primaires avec production majeure d'acides gras,
CO,, H, et ammonium. Le groupe métabolique intermédiaire, les
bactéries acétogénes, oxydent les acides gras en acétate, CO2, et H,.
Enfin, le groupe terminal, les bactéries méthanigénes, utilisent d’abord
I'hydrogene, le formate, le CO, ou l'acétate comme source d'énergie et

convertissent ces composés en méthane et CO; (2) (3) (5) (6).
1.1.8 La fermentation alcaline

La fermentation alcaline est un processus essentiellement protéolytique.
Elle est caractérisée par I'alcalinisation du pH, I'hydrolyse des protéines
en acides aminés et peptides et la libération d’'ammoniague. Les
fermentations alcalines sont dominés par les bacilles, principalement

Bacillus subtilis, Bacillus licheniformis et Bacillus pumilus (7) (8) (9).
1.2 UTILITE DES FERMENTATIONS

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

La fermentation alcoolique est utilisée pour la fabrication des boissons
alcoolisées et au pain. Dans le cas des boissons alcoolisées, on cherche

a produire de l'alcool plutét que du dioxyde de carbone qui est plus utile



dans [a fabrication du pain. Les boissons alcoolisées sont classées en 3
catégories : les vins et les bieres fabriqués par fermentation d'un jus
extrait de fruit ou d’'une macération sucrée de grain, les vins coupés avec
de I'eau de vie pour augmenter leur degré d'alcool et spiritueux obtenus
par distillation des vins ou des bieres. En ce qui concerne le pain, fes
bulles de dioxyde de carbone produit lors de la dégradation des sucres
par les levures sont piégées dans la pate et donnent au pamn aprés
cuisson sa texture alvéolaire caractéristique (10) (11) (12).

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

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

La fermentation alcaline touche des aliments riches en protéines/lipides
et donne des produits qui ont une forte flaveur, par exemple le

dawadawa (nigérian), le soumbala (malien ou ivoirien), le natto

(japonais) et P'ogiri (nigérian) (7) (8) (9) (14).



Figure 5: Quelques aliments fermentés et microorganismes impliqués

dans la fermentation

[ Aliments fermentés Matiére premiére Microorganismes Type de fermentation
Biére kaffir Mais ou sorgho Saccharoryces alcoolique
cerevisiae !
Lactobacillus [
delbrueckii :
i Tapé ketan (pate) Manioc (racine) Amylomyces rouxii '
; ' Endomycopsis burtonii
"Vin | Raisin (jus) i Saccharomyces |
*cerevisiae i
; [ Saccharomyces !
: ] champagnii :
i Pain Blé (farine) ! Saccharomyces ’
g ! | cerevisiae |
, Choucroute | Chou (légume) I Lactobacillus piantarum | lactique
. i ' Leuconostoc sp
' Fromage bianc Lait | Streptococcus lactis .
i Yoghourt Lait i Streptococcus ’
thermophilus
Lactobaciilus bulgaricus
Gari Manioc (racine) Corynebacterium
manihot l
Geotrichum candidum :
Ogi (bouillie) Mais et mil Lactobacillus f
delbrueckii :
Tempeh Soja RFizopus oligosporus )
Dawadawa ou Graines . Bacillus i alcaline -
Soumbala '
Natto Graines (soja) Bacillus ;
Aspergillus oryzae | i
Ntoba mbodi Feuilles Bacillus ' g

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

La fermentation des composés cellulosiques (glucose, pentoses) est
susceptible de fournir des produits chimiques de base clé pour

I'industrie, notamment {'industrie chimique : éthanol, acide acetique,



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

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

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

Parmi les produits de fermentation. I'on peut citer d'une part les
polymeres protéiques, notamment les enzymes qui peuvent étre utilisees
en industries alimentaires, chimiques, et pharmaceuiiques et d’autre part
les polymeres non protéiques, pfincipalement les polysaccharides et le
poly-béta-hydroxybutyrate. Beaucoup de polymeéres non protéiques
trouvent application dans findustrie alimentaire comme agents
émulsifiants et comme agents donnant de fa texture aux produits
alimentaires. lls sont aussi utilisés comme matrices insolubles pour
immobiliser les enzymes et les cellules (17) (18).

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

inflammatoire, hormaone, insecticide, etc.. ..



Figure 6 : Production microbiologique de quelques composés par

fermentation

i Bacillus cereus
[ var. mycoides

| Polymeéres I Microorganismes | Acides amines Microorganismes

: Cellulose | Acetobacter sp | L-arginine Brevibacterium |
"Levanne i Bacilius sp | L-Lysine flavum !
! | Leuconostoc mesenteroides i~ Y Corynebacterium '
‘ Serratia marscens i | glutarmicum

| Poly-8 Alcaligenes eutrophus L-Leucine Brevibactenum i
i Hydroxy-butyrate | Methylbacterium ) lactofermentum |
; organophilum i i
- Antibiotiques Microorganismes Enzymes Microorganismes |
! Erythromycine Streptomyces erythreus Alpha-Amylase Bacillus amylo- '
[ Gramicidines Baciilus brevis liquefaciens }

Penicillines Penicitlium Cellulases Trichoderma

‘ chrysogenum reesei ;
! | Pullulanase Aerobacter |
? | aerogenes j

" Arémes et flaveurs Microorganismes Vitamines Microorganismes

Citronellol Ceratocysttis variospora Vitamine B 12 | Bacillus sp
g Trametes odorata | Propionobactenum |
: Diacétyl ; Streptomnyces diacelylactis chermanii

Géraniol Caratocystis variospora Pseudomonas
denitrificans i

‘ Carotene Blakeslea
(précurseur vitamine A) | trispora
Mycobacterium
smegmatis
Riboflavine Ashbya gossypii
Eremothecium
ashbyii

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

Dans les fermentations alimentaires traditionnelles, les activités
métaboliques qui prennent part sont 'apanage d'une vaste gamme de
microorganismes. Les bactéries lactiques, par exemple, sont
communément impliquées soit  comme groupe unique soit en

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



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

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

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

fermentations des olives vertes espagnoles avec Lact. plantarum.

Au Congo, un savoir faire fraditionnel incontestable a su, sans
connaissance scientifique, exploiter les potentialités des procédés de
fermentation. Parmi tous les aliments fermentés, nous avons étudié ceux
qui sont représentatifs d’'une habitude alimentaire a I'échelle nationale.
Ce sont le tubercule roui de manioc, la pate fermentée de mais, les
feuilles fermentées de manioc et le vin de palme. La caractéristique

commune de tous ces produits, comme il en est de la plupart des



produits traditionnels, est la variabilité des qualités aussi bien
organoleptiques qu’hygiéniques, car malgré le savoir faire empirique, les
procédés demeurent sous linfluence non contrétée des conditions

environnementales et sont laissées au hasard de la fermentation

spontanée.

Dans ce travail, notre objectif est double :
- Ameéliorer la compréhension des mécanismes métaboliques

survenant au cours des fermentations alimentaires.

- - 'Dégager les caractéristiques fondamentales de chacune des

fermentations.

Notre étude va servir de guide de conduite pour lever les principales
contraintes afin d'assurer I'amélioration du statut des aliments fermentés,
éléments d’héritage culturel. Ces aliments sont bien connus et acceptés
des consommateurs et en conséquence constituent une base appropriée
pour le développement d'industries alimentaires locales lesquelles
préservent non seulement les produits agricoles mais stimulent et
permettent le développement agro-industriel. La production du tempé
dont la production annuelle est estimée entre 150 000 et 500 00O
tonnes par des petites unités de production est un exemple approprié de
développement des capacités locales de transformation et donc de

valorisation des legumes et céréales en produits fermentés a haute

valeur ajoutée .
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2. ALIMENTS FERMENTES DU CONGO

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

rouis de manioc) et « ntoba mbodi » (feuilles fermentées de manioc).

2.1- VIN DE PALME « NSAMBA »

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

La flore microbienne du vin de paime est tres diverse. Elle est constituée
de bactéries lactiques, acétiques, de Zymomonas spp., de microcoques
et de levures (26) (27) (28) (29) (30). L'importance socio-économique de
cette boisson (31) nous a conduits a étudier les caractéristiques
microbiologiques du vin de palme et a suivre I'évolution du pH, des
sucres réducteurs et des métabolites produits au cours de la

fermentation (32) (33).



2.2- PATE FERMENTEE DE MAIS « POTO-POTO »

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

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

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

Nous avons donc étudié la cinétique des parametres microbiologiques
(bactéries lactiques, entérobactéries, bactéries amyloiytiques, levures),
biochimiques (sucres, alcools, acides organiques) et physio-chimiques
(oH, pO,, température, matiére séche) pendant la production du poto-

poto.



2.3- TUBERCULES ET FEUILLES DE MANIOC FERMENTES

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

Par ailleurs, les feuilles de manioc sont utilisées pour la consommation
humaine du fait de leur haute valeur nutritionnelle. Les feuilles de
manioc sont riches en protéines, minéraux et vitamines. Elles sont
riches en tous les acides aminés essentiels sauf |a méthionine et la
phénylalanine (45) (46) (47) (48) (49). Du point de vue nutritionnel, elles
contiennent en poids sec 17 a 34 % de protéines et 16 a 26 % de fibres.
Le manioc contient, dans les tubercules et les feuilles, du cyanure
présent sous forme de glucosides cyanogéniques : la linamarine et la
Iotaustraline_(SO) (51) dans un rapport de 93/7 (52). Le manioc est classé
selon la teneur en acide cyanhydrique en 3 catégories :

1°) variéte tres toxique avec plus de 100 mg HCN/ kg de pulpe

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

3°) variété non toxique avec moins de 50 mg HCN/ kg de pulpe



L'hydrolyse de ces glucosides cyanogéniques par I'enzyme endogéne
linamarase libere l'acide cyanhydrique qui est toxique. Pour éliminer
I'acide cyanhydrique létal aux doses de 0,5 a 3,5 mg par kilogramme de
poids corporel et rendre les tubercules propres a la consommation, les
populations pratiquent une fermentation traditionnelle, notamment le
rouissage (53) (54) (55). En outre, cette fermentation permet une
production importante d’'acides organiques et un ramollissement des
tubercules (56) (57) (58) (59) (60), indispensable pour ies opérations

ultérieures de transformation.

Les caractéristiques organoleptiques (couleur, texture, odeur. go(t)
dépendent du type de manioc, des conditions de rouissage et des
microorganismes preésents. La nécessité de maitriser les qualités
organoleptiques et hygiénigues du manioc roui passe donc par une
meilleure connaissance du phénomeéne de rouissage, notamment de la
dynamique des populations microbiennes.

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

Pour pouvoir améliorer la qualité des produits finis et envisager un
traitement controlé des tubercules, Il est apparu nécessaire de
déterminer l'efficacité de ces techniques ancestrales dans la réduction
de la teneur des composés cyanés, d'établir les caractéristiques physico-
chimigues du processus et de préciser les mécanismes mis en jeu.

Si beaucoup détudes ont été consacrées a la microbiologie du
rouissage (56) (59) (63) et au phénomene de ramollissement (58) (59)

(60), la compréhension de {a détoxication reste encore trés controversée
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et aucune conclusion définitive relative au mécanisme de détoxication ne
peut étre retenue (61) (62) (63).

Ces composés cyanogéniques possédent un godt amer et sont
responsables de la toxicité des tubercules et feuilles de manioc non
fermentés (64) (65). La linamarine non hydrolysée restante, présente
dans les tubercules et feuilles de manioc transformées, peut présenter
des problémes de santé pour les consommateurs. (47)(63) (67) (68).En
effet, la linamarine peut étre hydrolysée dans le corps en libérant le
cyanure (63), (89), (70). L'exposition chronique au cyanure liée 2 la
consommation du manioc est associée a un certain nombre de maladies
induites par le cyanure comprenant le goitre, le dwarfisme et la
neuropathie ataxique tropicale, cela est particulierement un probleme
dans les régions ou le manioc est [a source majeure de calories (66) (69)
(70) (71) _

Les substances pectiques représentent un compoéant majeur de Ia
lamelle moyenne et de la paroi des cellules végétales. Elles
interviennent dans la cohésion des tissus végétaux. Les substances
pectiques sont classées en acides pectiques, pectines faiblement
méthylées ou pectines fortement méthylées selon que leur degré
d’estérification D.E. (proportion en % des fonctions carboxyles

estérifiées) est respectivement inférieur a 5%, compris entre 5 et 50% et

supérieur a 50% .

Les enzymes pectolytiques

L'altération des substances pectiques est en général liée a {'action des
enzymes pectolytiques, qui engendre des modifications importantes des
structures cellulaires. Les enzymes pectolytiques peuvent étre divisées

(72) (73) en deux groupes sur |la base de leur action :
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- enzymes - saponifiantes  (pectinestérase E.C.3.1.1.11) qui
hydrolysent les fonctions esters méthyliques en formant le
méthanol et le pectate. Les pH optima des pectinestérases varient
selon l'origine, autour de pH 4,0- 5.0 pour les champignons et de
pH 7,0- 8,0 pour les végétaux.

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

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

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

La polygalacturonase existe sous deux formes: {endo-
polygalacturonase (E.C.3.2.1.15), endo- PG, et l'exo- polygalacturona_se
(E.C.3.2.1.67), exo- PG. Toutes les deux enzymes coupent seulement
les liaisons glycosidiques entre molécules d'acide galacturonique du

polygalacturonate. L'endo- polygalacturonase (endo- PG) hydrolyse au
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hasard et donne des acides oligogalacturoniques alors que I'exo-
polygalacturonase (exo- PG) clive a I'extrémité non réductrice en libérant
Facide galacturonique. Le pH optimum pour I'endo- PG est d'environ 4-5
et pour exo- PG 4,5- 5,5.

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

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

La rupture des tissus végétaux peut entrainer le brunissement du

produit.

Le brunissement

Le brunissement résulte de [|'oxydation enzymatique par les
polyphénoloxydases (E.C.1.10.3.1) et non enzymatique des composes
phénoliques. |l modifie les propriétés sensorielles des produits a cause
des changements associés de couleur, de flaveur et de ramollissement,
a cause probablement de l'action des enzymes pectinolytiques. La
rupture des parois et membranes cellulaires permet a [oxydation

enzymatique d’avancer beaucoup plus rapidement (75) (76) (77) (78).

a- brunissement enzymatique

Dans le brunissement enzymatique, les orthoquinones, qui sont des
produits initiaux de l'oxydation enzymatique des orthophénols par la
polyphénol oxydase, se condensent rapidement pour produire des

polyméres bruns relativement insolubles, les mélanines.



Phénols‘—borthophénols—?'» orthoguinones —2» Polymeres colorés
1> hydroxylation enzymatique
2 : oxydation enzymatique
3 : réaction non enzymatique
Les oxydases comme la polyphénol oxydase peuvent accélérer des
réactions d'oxydo-réduction impliquant des orthoquinones, I'acide

ascorbique et des anthocyanes monomériques.

b- brunissement non enzymatique

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

La réaction de Maillard fait intervenir les groupements réducteurs libres
et les groupements amine des acides amines libres (sérine, t}';réonine,,
alanine, acide aspartique, notamment) présents dans la pate.

Le brunissement est guelquefois désirable dans la mesure ou il peut
améliorer les propriétés sensorielles de quelques produits comme les
feuilles fermentées de the et e pain. Dans la fabrication du pain, ce sont
principalement les constituants hydrosolubles qui conferent au pain ses
caractéristiques de go(t, notamment les sensations d’acidité et
d’amertume. Les sensations d’acidité sont dues aux acides organiques
formés au cours de ia fermentation tandis que ceiles d'amertume

proviennent de la cuisson par des réactions de brunissement non

enzymatique ou reaction de Mailtard (10) (11).
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Notre etude de la fermentation a porté sur :

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

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

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

pectinolytiques et amylolytiques :
- la caractérisation des bactéries lactiques
- la détermination de la capacité des bactéries lactiques a produire la

linamarase et de leur sensibilité au cyanure,

A partir de produits de fermentation des tubercules et feuilles de manioc.,

nous avons tenté une apprcche pour déterminer le mécanisme de

détoxication.
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CHAPITRE 2
PROTOCOLE EXPERIMENTAL
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1.- METHODOLOGIE

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

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

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

Etude microbiologique et biochimique du vin de paime (Elaeis guineensis
Jacq) en Reépublique du Congo -MALONGA M., MAVOUNGOU O,

KOBAWILA S.C ., LOUEMBE D .- Microbiologie Aliments —Nutrition |,
1995 , vol .13 :185-200.

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

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

Evolution de la teneur en composés cyanés des tubercules de manioc
au cours du rouissage —Activité linamarasique de bactéries lactiques.-
LOUEMBE D., MALONGA M., KOBAWILA S.C. , MAVOUNGOU O . -
Microbiologie — Aliments — Nutrition , 1997 , vol . 156 : 53 -60
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Pour les analyses microbiologiques, les milieux de culture etaient utilisés
en fonction du matériel végétal, des microorganismes et de Iactivité

biochimique recherchés.

Milieu PCA (Plate Count Agar) pour la flore mésophile totale ; culture 3
30°C et 37°C pendant 24 & 72 heures.

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

pendant 24 a 72 heures.

Milieu PDA (Potatoes Dextrose Agar) acidifié a pH 3,5 avec de !acide
tartrique a2 10% et additionné de chloramphénicol a 0,5% pour la

sélection des levures et des moisissures ; ensemencement en surface et

incubation a 30°C et 37 °C pendant 3 a 5 jours .

Milieu BP (Baird Parker) a pH 7,2 pour la sélection des staphylocoques ;

ensemencement en surface et incubation a 30°C et 37 ° C pendant 24 a

72 heures.

Milieu Agar lactosé au désoxycholate pH 7,3 pour entérobactéries

pathogénes ; ensemencement en double couche et incubation a 30%C

et 37%C pendant 24 a 72 heures

Mitieu TSN (Trypticase Sulfite Néomycine) pH 7,2 pour la recherche de
Clostridium ; ensemencement en surface et incubation a 30°C et 37°C

pendant 24 a 72 heures en anaérobiose.



Milieu NAA (Nutrient Agar amidon soluble, Sigma) pH 6,7-6,8 pour les
bactéries amylolytiques ; ensemencement en surface a I'aide de billes de

verre et incubation a 30°C pendant 48-72 heures.

Milleu EMB (Gélose éosine de méthyléne) pour les entérobactéries.

culture a 37 °C pendant 24 -48 heures en anaérobiose.

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

des colonies.

Milieuw JP2, pH 6,7-6,8 pour les bactéries amylolytiques ;
ensemencement en surface et incubation 28°C pendant 48-72 heures ;
pour la mise en évidence du pouvoir amylolytique, les boites sont
exposees a des vapeurs diode pendant 5 a 10 minutes, l'activité

amylolytique se révélant par la formation d'un halo autour de la colonie.

MRS amidon additionné de bleu d’aniline a 2% pour les bactéries
factiques amylolytiques ; aprés incubation a 30°C pendant 48 -72
heures, toutes les colonies bleues, sans activité catalasique, présentant

une plage d’hydrolyse d’amidon apres exposition aux vapeurs d'iode

sont comptées.

Milieu au malt a 2 % additionné de rose bengale a 1 % pour les levures

(culture a 37 ° C pendant 48 heures).

Glucose Yeast Agar (G.Y.A) pour les Zymomonas (culture en double

couche a 25 °C pendant 48 heures)



Milieu de Terzaghi (M17 pour les streptocoques lactiques (culture en

double couche a 30 ° C pendant 48 & 72 heures).

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

nombres de colonies développées (entre 30 et 300 colonies par boite).

Aprés dénombrement, les colonies, prélevées a différents temps, sont
purifiees et soumises aux tests physiologiques et biochimiques
d'identification selon les méthodes décrites par Harrigan et a/ (81).
L'identification des souches a partir des résultats de ces tests a été

effectuée selon les donnés de Bergey's Manual (82) et & ['aide des

differentes galeries API.

L'identification des levures est conduite selon Ia clef de Barnett (83) et
Lodder (84) a partir des caractéristiques culturales, morphologiques,
sexuelles, physiologiques et des capacités d'assimilation et de

fermentation des sucres (galeries AP) 20C AUX)

En ce qui concerne les analyses physico-chimique et biochimigue, les
mesures de 'acidité totaie sont faites selon les méthodes usuelles et le
pH déterminé avec le pH métre. La pression d'oxygéne dissous est
mesurée a laide d’'un oxymeétre, le ramollissement avec un pénétrometre

et le brunissement par spectrophotométrie a 420nm.
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La teneur en composés cyanés est déterminée par les méthodes
chimiques, [activitt des enzymes pectinolytiques a l'aide du
spectrophotométre et le dosage des sucres réducteurs, de I'éthanot et

des acides gras volatils par HPLC et celui des composés phénoliques

par spectrophotométrie.

Le dosage des anthocyanes est effectué par la mesure de l'absorbance
au maximum d'absorption (480nm) d'une solution d’échantillon de
feuilles fermentées de manioc a doser en milieu tampon (pH= 3,5) et en
milieu trés acide ( pH= 06) La difféerence de densité optique est

comparée a une courbe étalon obtenue avec des solutions de chlorure

d'apigénidine pure (895).
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2.- LES PROCEDES DE PRODUCTION D’ALIMENTS FERMENTES
2.1- Pate fermentée de mais « poto-poto »

Matériel végeétal

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

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

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

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

aprés 10 heures de décantation- P 15 : Pate défibrée apres 15 heures

de gécantation.
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Grains de mais secs

:

Trempage a 'eau de robinet

Lgouttage
Brovage au mouiin

|
v

Farine humide

<«

Défibrage a I’eau a travers un tissu mousseline

. . v .
Décantation pendant |3 heures

.y
Egounage a travers un sac en toile

i

Poto-poto

Figure 7 : Diagramme de production de poto-poto



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

la premiere étape consiste a éplucher les tubercutes de manioc

Tubercules de manijoc
épluchés

Immersion dans |'eau pour
termentation
(544 jours)

|
|
|

!

Retrait des tubercules
rouis de I’eau

v
Lavage et égouttage

v

Tubercules rouis de
manioc

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

Matéeriel végétal
Les feuilles de manioc (Manihot esculenta Crantz) utilisées sont agées
de 2 semaines a 3 mois. Elles ont été recoltées des piantations de
manioc des environs de Brazzaville.
Préparation des feuilles fermentées de manioc « ntoba mbodi »

Le procédé de fabrication de ntoba mbodi utilisé est représenté dans le

diagramme ci-dessous.

[Feuilles de manioc

!

Déshydratation partielle a 'air ambiant
(2 a4 jours

|
|

v .
Elimination des tiges et pétinles

v

Découpage en morceaux

\ 4

Nettoyage
i .
v

Embalilage

l

Fermentation
(2 3 4 jours)

l

« Ntoba mbodi »

Figure 9 : Diagramme de production de ntoba mbodi
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CHAPITRE 3 -

RESULTATS



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

1.1 TUBERCULES ROUIS DE MANIOC
1.1.1. Dénombrement de la microflore lactique

La figure 10 donne un exemple des résultats du dénombrement de la
microflore isolée d’échantillons de tubercules de manioc en cours de

rouissage.

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

9
g T
- Is B Flore totaie (racines
% 7 ‘I épulchzes)
% : OFiore lactque (racines
gz 6 épulchees)
88 5 _ OFlore totale {racines non
o~ : 2
o epulchées)
S 4 ®Flore lactique (racines non
@ .
r= épul_chees)
E 3
=z
2

0 24 48 72

Temps (heures)

Les profils des courbes de dénombrement (logarithme du nombre de
germes par gramme de racines brutes en fonction du temps de

rouissage) sont identiques pour les tubercules épluchés et les tubercules

non épluchés.

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

de bactéries totales et lactiques tend a devenir égal pour les deux types
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d'échantiilons de tubercules. Ce nombre est voisin de 10° bactéries par
gramme dans la pate de manioc.

La population bactérienne des échantillons de tubercules est composée
essentiellement de bactéries lactiques aprés 24 heures de rouissage.
Cette flore lactique par rapport a la flore totale est relativement
importante au début du rouissage. Entre le troisieme et quatrieme jours
de rouissage apparait la phase stationnaire. Les dénombrements des
constituants de la microflore dans la pate de manioc roui révelent que

les bactéries lactiques restent prépondérantes.
1.1.2 ldentification et évolution des bactéries lactiques

La figure 11 montre la distribution des populations bactériennes

tactiques au cours du rouissage.

Figure 11 : Evolution des différents groupes de bactéries au
cours du rouissage.
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Il apparalt que la microflore lactique initiale (figure 12) est
essentiellement composée de : - Lactobacilles (73, 3%) parmi lesquels
Lactobacillus delbrueckii (13,3%), Lb. fermentum (6,7%) et L.
coprophilus (53, 3%) — Lactocoques représentés par Lactococcus lactis

(6, 7%) — Leuconostocs (20 %) dont Leuc. mesenteroides (13. 3%) et

Leuc. lactis (6,7%).

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

7% 13%

O Lactobacilius delbrueckit

B Lactobacillus fermentum

O Lactobacilius coprophilus

O Lactococcus lactis

8l L euconostoc mesenteroides
O Leuconostoc actis

53%

Aprés 24 heures de rouissage, Lactococcus lactis constitue la microflore
dominante. Cette espece est supplantée entre 48 et 96 heures par Leuc.
mesenteroides. Leuc. lactis, présent au début du rouissage, n'a pas été

identifié. En fin de rouissage (huitieme jour), Lb plantarum devient

I'espece dominante.



1.1.3 Dénombrement de la microflore lactique et non lactique.

Les résultats relatifs a la microflore totale, aux levures ainsi qu'aux
bactéries lactiques, amylolytiques et pectinolytiques sont présentés sur
les figures 13 et 14.

La microflore amylolytique est présente pendant tout le rouissage. Son
augmentation est trés rapide les deux premiers jours. La densité
maximale (107 bactéries /g de racines) est observée le 4°™ jour. Le
nombre élevé de ces bactéries pose le probleme de 'importance de

I'amylolyse pendant le rouissage.

Figure 13 : Evolution des différents groupes microbiens au cours
du rouissage
W Bactéries
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La présence des bactéries pectinolytiques aussi bien aérobies
qu’anaérobies est tres significative en ce qu'elles contribueraient au
ramollissement des tubercules de manioc par la production d'enzymes
dégradant la paroi des cellules végerales. Les bactéries pectinolytiques
aerobies disparaissent aprés le troisieme jour. Par contre 'augmentation
du nombre des bactéries pectinolytiques anaérobies, présentes pendant
tout le rouissage, et maximale le troisiéme jour; leur croissance

comprend une phase semi-stationnaire les jours suivants.
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Les moisissures sont présentes uniquement les trois premiers jours et
elles sont peu abondantes. Les levures sont dénombrées sur le manioc
en rouissage a partir du 2°™ jour. Leur population ne devient importante
qu'a la fin du rouissage. Les levures et les moisissures pourraient jouer

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

Figure 14 : Evolution de la microflore lactique au cours du

rouissage
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1.1.4 Caractérisation des microorganismes

Quatre-vingt-quatorze souches de bactéries montrant une activité
amylasique révélée par des zones d’hydrolyse sur milieu contenant de
'amidon, ont été identifiées . - 18 sont des bactéries lactiques dont 8 L.
plantarum, 6 Lactobacillus spp. et 4 Lactococcus spp. — 68 sont des
bacillus dont 12 B. cereus, 14 B. amyloliquefaciens, 16 B. polymyxa — 8

des entérobactéries avec 6 klebsiella spp. et 2 Enterobacter spp.



L'étude de 102 souches de bactéries pectinolytiques isclées au cours de
72 heures de rouissage, a partir du milieu de culture PFP en double
couche, a permis d'identifier 73 Actinomycetes et 29 Streptococcus spp.
Les levures appartiennent a 'espeéce Saccharomyces cerevisiae et au
genre Candida. Il est a noter l'absence d'activités amylolytique et

pectinolytique chez les levures isolées.

1.1.5 Identification des bactéries lactiques productrices de linamarase

Parmi les souches de bactéries lactiques possédant une activité
linamarasique, on note 26 souches de Lactococcus lactis, soit 57% des
souches isolées, 19 souches de Leuconostoc mesenteroides soit 86%. 2

souches de Lactobacillus plantarum, soit 40% et 1 souche de

Lactobacillus sp. (Tableau 1).

Tableau 1 — Souches bactériennes productrices de 3-glucosidase

'Nombre de souches Activité B-glucosidasique

| (UM/ml/mn). 10
|Etudiées Productrices Moyenne Valeurs

| de (- extrémes
| glucosidase

' Lactococcus Lactis

45 26 6,28 0,82-80
-Leuconostoc mesenteroides

22 19 25,18 0,80-200
, Lactobacillus plantarum

5 2 3,08 2,31-3, 86

Lactobacillus sp, |
1 1,22

2




On doit donc relever la proportion importante de bactéries lactiques
ayant la facuité de dégrader ta linamarine. Ceci indique que ['élimination
des composés cyanogéniques est assurée, au moins en partie, par

I'action des enzymes bactériennes.

1.1.6 Résistance des bactéries lactiques au cyanure

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

Lactococcus lactis {800 ppm).

Tableau 2- Sensibilite au cyanure'des souches de bactéries

lactiques
EMicroorganismeS testés Concentration maximale tolérée:
; (ppm)
t Lactobacillus coprophilus 200
Lactobacillus delbrueckii 200
Lactobacillus fermentum 1400
Leuconostoc mesenteroides 500 i
Lactobacillus plantarum 600 :
Lactococcus lactis 1800 !

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

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

on note une diminution de {a flore bactérienne totale dans tous les

échantillons (Tableau3). Dans le méme temps, on observe un
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développement rapide des levures (Tableau 3), la baisse du pH

consécutive a la fermentation étant favorable a ces derniéres.

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

: 0 heures 24 heures

Echantilion pH Bactéries levures pH Bactéries levures
(N°) (X 107/ mh (X 10% ml) (X 107/ ml) (X 10% ml)
9 3.9 150,0 0.5 3,5 60 275

-+ 3.8 19,0 14 3.5 3,0 47

i3 3.4 1,3 1,2 28 0,08 60.0

‘4 4,1 0,9 1,9 3,8 0,03 50.0

5 3.7 340 20,0 3.5 4,1 26,0

6" 4,0 8.5 6.2 3.8 4.0 12,0

1 7* _ 3,9 1,3 4.6 3,8 1,2 10,0

8 42 61.8 4.4 38 36,0 17.6

9* 4.8 80,0 5,0 1.0 60,0 29.5

10" 4.3 91,0 7.2 3.9 450 254

19 4.1 49,0 9.1 3.7 23.0 36.7

12** 3,9 58,0 3,8 3.5 31,0 18.3

*zone urbaine - ** zone rurale

1.2.2 ldentification des germes

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

Les 16 souches isolées de vin de palme de la zone rurale comprennent

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

Parmi les microorganismes identifiés, seuls paraissent importants par
leur réle Lactococcus lactis et Saccharomyces cerevisiae. Le rble des

autres germes (Bacillus,”  Corynebacterium, Pseudomonas,

‘Hanseniaspora) reste a préciser.

Tableau 4 — Microflore du vin de palme

Nombre d’isolats

Microorganismes Vin ZU Vin ZR
Bacillus subtilis - 39 5
Bacillus sphaericus 13 0
Bacillus pumilus 13 0
Corynebacterium 39 2
Hanseniaspora guillermondii 0 1
Pseudomonas fluorescens 0 1
Saccharomyces cerevisiae 13 1
Staphylococcus spp 0 3
Streptococcus spp 52 0
Strept. Lactis subsp. diacetylactis 26 13
Total 1195 26|

ZU : zone urbaine - ZR : zone rurale



1.3 PATE FERMENTEE DE MAIS « POTO-POTO »

1.3.1 Evolution des populations microbiennes
L'évolution des principaux groupes de microorganismes caractérisés au

cours du processus de fermentation est représentée sur les figures 15 et

16.

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

Leur concentration est de 4,6. 10% bact. /g PS au moment du trempage.
Cette population augmente progressivement au cours de cette phase ;
sa valeur maximale est de 2,5. 10°® bact. /g PS a G21 (grains de mais
trempés pendant 271 heures). Pendant I'étape de broyage, on observe
une forte diminution de cette population (2,1. 10° bact. / g PS).

Pendant la décantation, 'augmentation de Ia population lactique est trés
importante (6,2. 10'%bact. /g PS). L'évolution de la quantité des bactéries

lactiques est en accord avec V'acidification du milieu et la diminution de la

pression d'O; (figure 25)

1.3.3 Entérobactéries
Leur évolution est contraire a celle des bactéries lactiques : au cours du

trempage, aprés une augmentation rapide (de 10.5 & 97. 10° bact. /9
PS), leur nombre de‘croTt_jusqu'é 1,2.10% bact. /g PS. Une augmentation
de la popuiation est observée ensuite aprés broyage. Pendant la
décantation, cette population diminue avec la baisse du pH (figure 15) et

l'augmentation du nombre des bactéries lactiques.

1.3.4 Levures et moisissures
Leur nombre au moment du trempage est respectivement de 10% et 10

7
par g PS. Cette microflore diminue progressivement et disparait dans la
farine humide (FH). Elle reapparait au cours de la décantation. Les
levures deviennent abondantes dans la pate aprés 5 heures de
décantation (P5) et décroissent ensuite tandis que les moisissures

disparaissent ultérieurement.
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1.3.5 Flore amylolytique
Elle est trés importante aprés 7 heures de trempage des grains (G7)

(figure 17), mais décroit au cours du trempage (5,8.10° a 1,9 10° bact. /g
PS). Pendant la décantation, leur nombre, élevé au départ (PO) diminue

également par la suite (3. 10°a 5, 9 10° bact. / g PS).

Figure 17 : Concentration des microorganismes
amylolytiques
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1.4 FEUILLES DE MANIOC
1.4.1 Evolution de la population microbienne

Pendant la fermentation, la microflore totale s’accroit et elle est
guantitativement importante. Par contre, la population de bactéries
lactiques en augmentation cesse de croitre au bout de 24 heures de
fermentation et diminue par la suite. La proportion de la flore lactique par
rapport a la flore totale chute trés fortement, de 65% a 4%, lors que celle
de \Ia flore non lactique augmente, de 34,97% au début de Ia

fermentation a 95, 92% a la fin (figures 18 et 19)



Figure 18 - Evolution des microfilores totale et lactique
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Figure 19- Evolution des microflores lactique et non lactique
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Par ailleurs, les microflores pectinolytiques et protéolytiques augmentent

pendant (a fermentation des feuilles de manioc (figure 20)



Figure 20 - Evolution des microflores pectinolytique et
protéolytique
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1.4.2. \dentification de la population microbienne.

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

spp, Lactococcus lactis diacetylactis, Pediococcus cerevisiae.

Trente souches ont été isolées et purifiées. Parmi celles-ci 19 (soit 64%)
sont a la fois pectinolytiques et protéolytiques et 11 (soit 36%) sont
uniquement pectinolytiques (photos 1 et 2). L'observation de ces

souches montre des batonnets sporuiés, a spore non déformante.
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L'identification de dix de ces trente souches avec les galeries APl 50

CHB et APl 20 E montre l'appartenance de ces souches au genre

Bacillus

Tableau 5: Identification présomptive de quelques souches

microbiennes isolées du « ntoba mbodi »

Souches isolées (S) fldentification présomptive
|
SL* | Baciflus circulans 1

B. circulans 2

| .
i B. macerans i

52+ "Bacillus subtilis

B. amyloliquefaciens

_ B. pumilus

S3 Bacillus polymyxa
| B. megaterium

S4 ** Bacillus ssp

S5 Bacillus pumilus
S6 * Bacillus sphaericus

B. brevis
S7* Bacillus ssp
S8 ** Bacillus pumilus

Bacillus subtilis

S9* Bacillus ssp

'[81 0* | Bacillus ssp

* Souche ayant uniguement I'activité pectinolytique

** Souche ayant a la fois I'activité pectinolytique et protéolytique

63



2 SOUPLESSE DU METABOLISME ET DIVERSITE DE COMPOSES
PRODUITS

2.1 VIN DE PALME
2.1.1. Evolution du pH et de I'acidité totale.

Les wvaleurs de pH sont relativement faibles et restent pratiquement

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

(Tableau 6 a).

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

et écart type)

'Temps (heures) , - pH -

0 442 (0.52)

3 4,27 (0,38) |
6 416 (0,31) {
S 4,06 (0,30) }
12 4,06 (0,30) |l

L'acidité totale augmente également trés faiblement au cours du
temps (Tableau 6 b). Les différentes valeurs du pH et de l'acidite

confirment le caractére aigrelet de la boisson.
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Tableau 6 b— Evolution au cours de la fermentation de l'acidité

totale (moyenne et écart type)

Temps (heures) Acidité (g d’acide lactique/ |) |
0 " 510 (1.95) |
g 542 (1.82)
2 572 (1,79)
3 584 (1.78) |
4 596 (1,87) al
5 642 (1.80) |
6 6,66 (1,70) “
7 6.84 (1.75) |
8 6,96 (1,73) !

2.1.2 Evolution des sucres réducteurs
La teneur en sucres réducteurs (Tableau 7) apparait constante pendant

les six premiéres heures. Au-dela, on constate une diminution de leur

concentration.

2.1.3 Production de métabolites

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

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

différents métabolites au cours de la fermentation

[

lps Acide Acide Acide 'Ethanol ‘ Sucres

jres) acétique ‘ isobutyriqgue {isovalérique | i réducteurs
‘ ‘ { | E ;f
| | | |
EO 2,68 (1,09) I,O 59 (0,08) 10.34 (0,07) 1,33 (0,10) | 0,50 (0,03) J
'3 3,056 (1,06) 10,45 (0,19) 10.45 (0.08) 1,23 (0,08)?0.50 (0,02) !
?6 13.06 (1.03) ;0,95 (0.38) ;0,45 (0.08) :238 (0.2) :0.49 (0.03) :
9 53.55 (1.06) 10.89 (0.33) l0.56 (0.07) ;’2,29 (0,17)io,37 (0.02) |
12 (395 (151 091 (033) (042 (009) [327 (0.32)/030 (0.01) |
e | i |

2.2 TUBERCULES ROUIS DE MANIOC

2.2.1 Evolution du pH

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

et importante du pH de 'eau de rouissage : de 7, 2 4 3,8. L'abaissement

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

peu plus tard (& partir de la 24°™ heure).
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Figure 21- Evolution du pH au cours
du rouissage
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2.2.2 Evolution de la teneur en oxygéene dissous

La pression d'oxygene dissous baisse fortement aprés 12 heures de
fermentation. Elle décroit de 52 a 0,05 mg/l. Cette valeur reste
constante jusqu'a ia fin du rouissage (figure 22). La fermentatibn des

tubercules de manioc se déroule en milieu ayant une faible teneur en

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

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

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

en rapport avec la courbe de croissance des levures

70



2.2.4 Evolution des sucres

En ce qui concerne les sucres, on observe (figure 24) une disparition
significative des sucres fermentescibles, notamment le saccharose. Ces
sucres sont vraisemblablement assimilés ou fermentés. Le maitose et le
maltotriose, produits de I'hydrolyse de 'amidon, sont présents en trés

faibles quantités. Ce fait indique la faible activité amylolytique du

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

2.3.1 pH
Au cours du trempage (figure 25), le pH baisse fortement : il passe de
7,6 24,4 Apres défibrage a 'eau courante, Il remonte a 6,4. Pendant |a

décantation, on observe une nouvelle diminution trés rapide du pH a 3,5.
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2.3.2 Oxygene dissous
La pO, présente les mémes variations (figure 25) : elle passe de 5,4 mg/
| 2 2 mg/ | pendant le trempage. Elle remonte a 5,4 mg/ | au cours du

défibrage et baisse a nouveau a 1,1 mg/ | a la fin de la décantation.

Figure 25: pH et pO2 au cours de la production
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2.3.3 Température
Elle reste relativement stable au cours du trempage (23°C) et de la
décantation (27°C). La différence de température observée entre ces
deux étapes pourrait traduire une différence dans le niveau d'activité

fermentaire. A ('étape du broyage, sa valeur s’éléve a 56,5° (figure 26)

Figure 26 : Température au cours de
la production
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2.3.4 Matiere seche

La transformation du mais en pate s'accompagne d'une perte de matiere
seche (figure 27).Sa valeur passe de 86 a 63 % pendant le trempage et

de 63 % a 41 % aprées broyage, défibrage et décantation.

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

Le lactate constitue le produit le plus important de la fermentation a cété

des acides acétique et propionique (figure 28).



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

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

décantation (figure 30).

L'éthanol est le seul alcool identifié (figure 28). Sa teneur augmente au

cours du processus.
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Concentration (g/100g de PS)

Figure 29: Concentration du glucose et du

fructose
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Figure 30: Concentration de glucides
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2.4 FEUILLES DE MANIOC

2.4.1 Evolution de la température au cours de la fermentation

des feuilles de manioc

La température autour de 26°C au début de la fermentation s’accroit
dans les 12 premiéres heures pour atteindre la valeur de 31°C puis elle

diminue pour le reste de {a fermentation (figure 31).

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

manioc.

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

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

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

La figure 34 montre une forte augmentation des composés phénoliques
entre 24 et 48 heures de fermentation. Par la suite, la concentration de

ces composés décroit aussi fortement, indiquant ainsi leur dégradation.
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Figure 33: Evolution de l'acidité titrable au cours de la
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Figure 34: Evolution de la concentration des composeés.
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2.4.4 Evolution des acides organiques et de I'éthanol

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

cours de fermentation.

Tableau 8: Evolution des acides organiques et de I'éthanol au

cours de la fermentation des feuilles de manioc.

‘Temps  [Acide lactique [Acide Acide Ethanol
i(heure) !g /1 |acétique propionique gli

| | 971 ig /|

T T-ﬁvﬂm 0,49 - ) R
|24 (1,24 1,19 - 0,32

60 Ja,oo 271 10,79 :

La concentration des composés phénoliques augmente fortement aprés
24 heures avec un maximum a 48 heures. Par la suite, elle diminue,

indiquant une dégradation de ces composés phénoliques.

2.4.5 Dosage des pectine et pectate lyases

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

montre la figure 35. Les deux courbes ont un profil identique.



Figure 35- Evolution de l'activité des
pectine et pectate lyases au cours de la
fermentation des feuilles de manioc
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2.4.6 Mise en évidence des activites protéolytiques au cours de la
fermentation des feuilles de manioc.

Les zones claires observées autour des colonies révélent la présence de
i'activité protéolytique dans les feuilles non stérilisées (Figures 36 et 37).
Ces zones claires sont absentes dans le cas des feuilles stérilisées :

cela traduit 'absence de |'activité protéolytique

Figure 36 : Présence de 'activité enzymatique

Zone claire autour de la souche = présence de 'activité recherchée (2

puits en haut)

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

bas)
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Gauche : activité pectine lyase ~ Centre : activité pectate lyase- Droite :

activité protéolytique zone claire autour d'une souche

Figure 37 : Présence de 'activité pectinolytique et protéolytique
A : souche présentant uniquement l'activité pectinolytique

B : souche présentant a la fois 'activité pectinolytique et protéolytique

Figure 38 : Dégradation de I'ovalbumine coagulée
Témoin : milieu opaque = absence d'activité protéolytique

To, Tag, T1gs : clarification du milieu = présence d'activité protéolytique

'activité protéolytique a été également mise en évidence a partir du jus
de feuilles fermentées de manioc. £n effet, ie milieu opaque contenant
'ovalbumine coagulée se clarifie aprés incubation avec un extrait de ce

jus. Cette clarification traduit 'hydrolyse de !'ovalbumine (Figure 38).
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3 CHANGEMENTS PHYSICOCHIMIQUES DE TEXTURE, DE
COULEUR ET DE REFRACTION

3.1 Changement de texture : ramollissement

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

notamment les pectine et pectate lyases

a) Tubercules de manioc

La courbe d'évolution de l'indice de pénétrométrie qui caractérise le
ramollissement est représentée a fa figure 39.

-Le diagramme montre deux phases: une phase de latence de 24

heures et une phase d’accélération de ramollissement des tubercules &

partir de la 24°™ heure de fermentation indiquant que le phénomeéne est

progressif. A la 96°™ heure, I'indice de penétrometrie est de 22,97. Ceci

correspond a un ramollissement important.

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

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

caractéeristique du « ntoba mbodi ». Les tests d'évaluation (tableau 9) par

un panel de producteurs confirment ces résuitats.

Figure 40 : Ramollissement des feuilles ferme_ntées de manioc

Gauche : feuilles ramollies = feuilles non stérilisées
Droite : feuilles entieres = feuilles sterilisées

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

de 5 points
Nombre
|de jours Essai 1 Essai 2 Essai 3 Essai 4
.’ ; 5
1 0 0 I - l
2 0 " 0 ++ |
]53 0 ++++ 0 ++++
54 0 L+t |0 ++++ :
0 : absence d'odeur, + . légére odeur caractéristique

++ . odeur assez caracteristique ++++ : odeur trés caractéristique



Le ramollissement des feuilies de manioc, apprécié manuellement par le

toucher, est obtenu au bout de 4 jours (figure 40) pour les feuilles non

stérilisées alors que les feuilles stérilisées restent entiéres.

Tableau 10 : Appréciation du ramollissement au cours de |a fermentation

'Temps

(Jours)

-Feuillles

‘non

i! stérilisées

Feuilles
non

sténlisées

(-): absence de ramollissement

(+) : ramollissement

3.2 Changement de couleur : brunissement

Le changement de

couleur des feuilles de manioc, de vert a vert

sombre, est caractérisé par le brunissement (figure 41 et figure 42)

résultant de V'oxydation des composés phénoliques grace a l'action de

I'enzyme polyphénol oxydase.
L'extraction de |la chlorophylle de feuilles de manioc avant et aprés

fermentation montre un résidu clair pour les feuilles non fermentées et .

résidu brun pour fes feuilles fermentées (figure 41).

Les mesures spectrophotométriques du brunissement

(figure 42)

montrent une forte augmentation au début de la fermentation avec un pic

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

Gauche : résidu clair= feuilles non fermentées aprés extraction de

la chlorophyile

Droite : résidu brun= feuilles fermentées apres extraction de la

chiorophylle

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

La figure 43 montre la diminution de I'indice de réfraction au cours de la
fermentation des feuilles de manioc. Cela correspond, entre autres, a

I'evolution des solides solubles dans le milieu de fermentation.

Figure 43 : Evolution de I'indice de réfraction au cours de
la fermentation des feuilles de manioc
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0 24 48 72
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Le ramollissement et le brunissement des tubercules et feuilles de
manioc sont deux phénomenes enzymatiques. En effet, les tubercules
de manioc stériles incubés en milieu stérile ne subissent pas de
ramollissement. |l en est de méme pour les feuilles de manioc stériles en

milieu stérile, elles restent vertes, sans brunissement ni ramollissement.
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4. DETOXICATION DU PRODUIT
4.1. Tubercules de manioc

Evolution des composés cyanés

La teneur totale des composés cyanés dans les tubercules frais est de
414 ppm. La vitesse de dégradation des cyanoglusosides augmente a
partir du deuxiéme jour de rouissage au moment ou le phénomeéne de
ramollissement s’accélére. Elle indique une forte activité d’hydrolyse par
les enzymes linamarase et hydroxynitriie lyase Au bout de 4 jours de
fermentation, la teneur résiduelle est de 93 ppm, ce qui traduit |a

dégradation des cyanoglucosides : linamarine et lotaustraline (figure 44)

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

fagon significative pendant le processus.

Il y a donc une réduction appréciable des teneurs en composés cyanés a

la fin du rouissage.
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4.2 Feuilles de manioc

Elimination des composés cyanogéniques

La teneur en acide cyanhydrique diminue fortement aprés 24 heures de

fermentation. Eille passe de 1158 a 338,6 mg/kg soit une baisse de

70,68% (figure 45)

Le taux d’acide cyanhydrique ne varie plus le reste de la fermentation. a

cause du pH trés alcalin (pH >8) qui inactive l'enzyme linamarase

Figure 45- Evolution de la concentration de cyanures totaux
au cours de la fermentation des feuilles de manioc
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Le taux d’acide cyanhydrique devient nul aprés 2 minutes de cuisson

(figure 46) des feuilles fermentées de manioc.
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Figure 46- Evolution de la concentration de cyanures totaux
au cours de la cuisson
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1. ASPECTS PHYSICO-CHIMIQUES, BIOCHIMIQUES
MICROBIOLOGIQUES

1.1 VIN DE PALME
La seéve du palmier a huile évolue en quelques heures pour donner le vin
de palme. Le pH acide, environ 4,5 diminue trés légérement, moins
d'une demi-unité de variation au cours de la fermentation, alors que
l'acidité titrable augmente d'environ 37%.La constance des teneurs en
sucres réducteurs constatée pendant les six premieres heures ne peut
étre qu'apparente. En fait, il doit exister un équilibre permanent entre
I'utilisation des sucres par les microorganismes et leur production a partir
de I'hydrolyse des oligosaccharides tel le saccharose. Apres la sixiéme
heure de fermentation, la consommation des sucres I'emporterait sur
leur production avec 40% de la teneur en sucres utilises. |
Au cours de la fermentation, [a concentration en alcool croit fortement et
atteint 0,327%, donnant ainsi au vin de palme son caractére alcoolisé.
La fermentation alcoolique parait étre la voie prépondérante de
production d'alcool a partir du glucose.En effet, chez Saccharomyces
cerevisiae,l'effet Pasteur «inhibition de la fermentation par ‘la
respiration » est trés faible voire inexistante.
Les acides isobutyrique et isovalerique qui sont des métabolites mineurs
de fermentation jouent par contre un réle important dans le
développement de la flaveur de la boisson.
Il est possible que I'acide lactique produit soit utilisé par Saccharomyces
cerevisiae. Celui-ci peut I'oxyder en pyruvate grace a la L —lactate

cytochrome ¢ oxydoréductase qui est inductible.
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Contrairement aux vins d'appellation, le vin de palme apparait comme un
produit en constante transformation mettant en jeu des fermentations
lactique et alcooligue avec les bactéries et les levures.

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

Du point de vue quantitatif, I'examen de 'l’évolution de la flore
bactérienne totale indique, contrairement aux résultats de Okafor (27),
une diminution de celle-ci aprés 24 heures. Ces résultats pourraient
s'expliquer par le fait que cette microflore soit pius sensible a la
présence de l'alcool produit par les levures dont la population augmente

avec la teneur en alcool évaluée a 0,327%(p /v). En effet, les levures



Saccharomyces sont plus résistantes a I'éthanol qui est toxique aux
bactéries pour des concentrations de 8 a 18 % (p/v).

La microflore du vin de palme differe donc qualitativement et

quantitativement selon les régions.

1.2 PATE FERMENTEE DE MAIS « POTO- POTO »

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

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

Dans la phase de décantation, il reste du glucose (43%) tandis que le
fructose est totalement consommé. La disparition des sucres (maltose,
glucose, fructose) est la conséquence de |a multiplication des
microorganismes comme l'indiquent Daeschel et a/ (93). Les quantités
de polyosides intermédiaires maltohexoses et maltoheptoses
augmentent mais restent faibles, environ 2% (p/p); ce qui traduit une
certaine activité amylolytique. Cette dégradation qui ne parait pas étre

significative, comme le confirment les résultats de Mbugua (41), reste
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cependant suffisante pour la libération des sucres, utilisés par les
microorganismes pour leur croissance (94).

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

La perte importante de matiére pourrait étre a I'origine de la diminution
des éléments nutritifs et explique en partie la pauvreté du poto-poto en

protéines car les enveloppes ou les téguments riches en protéines ont

eté retirés (42).

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

acides lactique et acétiqgue pendant la décantation.

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

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

La réapparition des coliformes au cours de la fermentation est le résultat
de recontaminations provenant de mauvaises conditions d’hygiéne des
ateliers, des instruments de travail et, enfin, des manipulateurs (99).
Contrairement a ce qu 'indiquent certains auteurs (96) (60), les levures
dont la population est d’environ 7% ne représentent pas, du point de
vue quantitatif, une flore prépondérante dans le processus. Mais leur

réle reste important dans la production de 'arbme et du godt du produit

(36).

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

et de bactéries lactiques principalement.

1.3 TUBERCULES ROUIS DE MANIOC

Le rouissage se caractérise d’'une maniére physico-chimique par une
acidification progressive du milieu (pH 4,0 en moins de trois jours) et
une instauration trés rapide de conditions anaérobies (teneur en
oxygéne trés faible, égale a 0,498 mg/ | en moins de 12 heures. Ces
résultats sont en accord avec ceux indiqués dans la littérature (56) (59)
(61) (136). Ils sont a mettre en relation avec la présence majoritaire des
microorganismes anaérobies et producteurs d'acides organiques (56)
(7).

La teneur en cyanoglucosides des racines fraichement récoltées est de
450 ppm. (Figure 28) Dans la littérature (137) (138) (139), les teneurs

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

manioc.

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

La présence de sucres fermentescibles (sacccharose, glucose, fructose)
permet, comme tindiquent Daeschel et al. (93), la muitiplication des
différentes populations microbtennes, en particulier la flore lactique.
Les bactéries lactiques constituent la flore dominante du rouissage des
tubercules de manioc comme plusieurs chercheurs (56) (123) (124) l'ont
également montré. Par |la production d’acides organiques comme ['acide
lactique, ces bacteries sont responsables de la diminution du pH
observée au cours du rouissage. Cette diminution est en accord avec
les resultats obtenus par Oyewole et al. (127).

L'important développement de Lactococcus lactis durant les premieres
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heures de la fermentation est lié a la capacité que possede cette espéce
d'hydrolyser I'amidon, principal constituant du manioc. La présence des
activités amylolytiques chez ces bactéries conforte cette hypothése.
La prédominance de Leuc. mesenteroides (81% de la microflore lactique
totale au 2°™ jour) est intéressante. Ce germe est producteur de la
linamarase (122) qui doit agir tres précocement avant gue le pH ne
diminue. La linamarase, active entre pH 5 et 6, contribue & la
dégradation des composés cyancgéniques des tubercules de manioc

frais et en assure la détoxication (125) (126).

Au huitieme jour du rouissage, Lb. Plantarum est I'espéce dominante.
Les autres espéces isoléees au début du rouissage, Lb. coprophilus, Lb
delbrueckii et Leuc. lactis, disparaissent pratiquement apres 48 heures.
C'est principalement Lb. plantarum qui, en produisan: des quantités
abondantes d’acide, est responsable de la baisse importante du pH au
cours de la fermentation.

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

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

L'effet inhibiteur du cyanure sur les bactéries lactiques reste donc
relativement tres faible. Cette propriété est sans doute responsable de
la prédominance des bactéries lactiques dans la microflore naturelle de
rouissage du manioc. Elle montre que ces micro-organismes sont bien

adaptés aux teneurs de cyanure libre présent dans les tubercules de
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manioc en rouissage. Vasconcelos et al. (135) ont observé que la
dégradation des composés cyanogénigues, lors de la fermentation du
manioc, conduit a 'accumulation de quantités de cyanure libre pouvant
atteindre des teneurs de 200 ppm dans le milieu de fermentation.
Leuconostoc mesenteroides (13,3%) et Streptococcus lactis (6,7%)
participent au processus de détoxication au cours de la premiere étape
pour trois raisons. Ces bactéries font partie, comme nous l|'avons
montré, de la microflore lactique majoritaire des deux premiers jours du
rouissage (122).Elies sont résistantes & des concentrations trés élevées
de cyanures, plus de 500 ppm de CN’ (tableau 6). Une proportion élevée
de .ces bactéries, 86% de Leuconostoc mesenteroides et 57% de
Lactococcus lactis, comme l'indiquent les résultats obtenus, présente
une activité -glucosidasique.

Les bactéries amylolytiques sont quantitativement abondantes (78,43%)
mais elles n’hydrolysent que tres peu I‘a_midén comme l'indiguent les trés
faibles quantités de mailtose et maitotriose. L'amylolyse apparait étre un
phénomene tres limité au cours du rouissage.

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

Les levures, souvent associées aux bactéries lactiques (127) (85) (129)
(130), ont un métabolisme important en anaérobiose et a pH acide et
leur apparition coincide avec l'apparition de l'acide butyrique. Elles
jouent donc un réle indéniable dans les caractéristiques organoleptiques

du produit final (131).

98



Les moisissures ne se développent que les trois premiers jours et
disparaissent. La diminution du pH & 4 et de la pression d’'oxygéne
dissous a 0,166 ma/ |, au cours du rouissage, constitue des conditions

défavorables a leur développement (95).

La séquence de succession des microorganismes observée dans notre
etude a été également rapportée par dautres auteurs (56) (123).
Différents facteurs, comme la chute appréciable du pH (126) due a la
production d'acides organiques dont les acides lactique et acétigue,
doivent favoriser le développement de certaines bactéries et en inhiber
d'autres. Par ailleurs, les conditions d'anaérobiose permettent le
développement des microorganismes micro-aérophiles dépourvus de

chaine respiratoire comme les bactéries lactiques qui constituent la flore

majoritaire (122).

1.4 FEUILLES DE MANIOC

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

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

pectate lyase, seule la lyase agirait.

Les feuilles de manioc sténlisées restent entiéres et vertes au cours de
la fermentation. Par contre, le brunissement des feullles fermentées de
manioc avec une forte augmentation d'abserbance a 420 nm (environ
80%) résulte de I'accroissement de plus de 86% de la concentration de
polyméres polyphénoliques par I'oxydation enzymatique avec les
polyphénols-oxydases. Celles-ci, a la suite de la rupture de l'intégrité
cellulaire par l'action des enzymes pectinolytiques, entrent en contact
avec leur substrat. Ce phénomene de brunissement est intéressant pour

le ntoba mbodi car il améliore ses propriétés sensorielles (77) (78).

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

Les Bacillus, notamment Bacillus subtilis, sont, par leur activité
protéolytique, a ! ‘origine de l'augmentation de pH en produisant de
'ammoniac par la désamination des acides aminés libérés lors de la

dégradation des protéines et peptides (101). Cet environnement est
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favorable a l'activité des protéases a sérine des Bacillus dont le pH
optimum est situé entre pH 8 et 9.

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

acides aminés par les microorganismes.

Protéines

w /
Acides amin\
|

Propionate
v
/ Pyruvate
Lactate Ethanol ———» Acérate

Catabolisme anaérobie des protéines, peptides et acides aminés

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

En effet, le pH alcalin tout en favorisant le développement des Bacillus
qui deviennent la microflore dominante de la fermentation assure
I'hydrolyse des cyanohydrines en acétone et acide cyanhydrique. L'acide

cyanhydrique peut se solubiliser ou se volatiliser. En plus de |a tolérance
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aux fortes concentrations d'acide cyanhydrique produit, certaines
souches de Bacillus, notamment Bacillus pumilus, ont la capacité
d'utiliser l'acide cyanhydriqgue pour leur nutrition (116) (117) et
contribueraient ainsi a la réduction de la teneur en acide cyanhydrique
dans le milieu de fermentation.

Du point de vue des microorganismes, le processus de transformation
des feuilles de manioc est lié a I'évolution de micro-organismes iiaturels
des feuilles fraiches, comm - dans le cas dautres produits fermentés
d'origine vegeéetale (100) (101).

Cette microfior. abondante et partr  >rement variee compr.nd des
micro-organismes couramment rencontrés dans !=s proc ats végétaux
fer.... . (100) (..., mais aussi des especes l..ubituelles telles
Micrococcus varians,Baciflus macerans, Bacillus sushtilis,
Staphylococcus sciuri et Staphylococcus xylosus (104).

En revanche, les souches ae Lewuconostoc, particulierement
Leuconostoc mesenteroides, reconnues essentielles au cours de la
phase initiale de la fermentation des composeés d'origine végetale (105)
(106) et les levures considérées importantes dans la fermentation des
sucres residuels sont absentes sans nul doute a cause du pH tres élevé
du produit. En effet, dans la fermentation des feuilles de manioc, la
microflore non lactique supplante, aprés deux jours de fermentation, la
microflore lactique qui diminue quantitativement

La cinétique d’évolution de cette microflore du ntoba mbodi différe de

celle des fermentations d'autres composés d'origine végétale.

Effectivement avec des pH optima de croissance de 5,5 a 6,2 pour les
lactobacilles, de 5,5 a 6,5 pour les pédiocoques et de 6,3 a 6,5 pour les
lactocoques et leuconostocs (107) (108) (108) (110), I'aptitude des

bactéries lactiques a poursuivre la croissance ne peut étre que
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compromise par le pH du milieu dont les valeurs maximales sont
comprises entre 8 et 9. De ce fait, les bactéries lactiques ne paraissent
pas essentielles mais, peuvent contribuer, a travers leurs métabolites, en

partie aux qualités organoleptiques et nutritionnelles du produit fini.

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

La transformation des feuilles de manioc en ntoba mbodi, comme Ila
production d’'autres produits fermentés dans lesquels une fermentation
alcalinisante est mise en ceuvre (101) (118) ne dure que 4 jours alors
que la fermentation est beaucoup plus longue pour d'autres produits
fermentés d'origine végétal . 14 jours environ pour les soja, betteraves,
concombres, tomates, 30 jours environ pour les carottes (119), 80 a 90
voire 120 jours pour la choucroute ou le kimchi coréen (120). Au dela de
4 jours, il se produit une altération significative du ntoba mbodi,
contratrement a ce qui est observé dans les aliments fermentés d'origine

végétale qui subissent une fermentation lactique acidifiante (121).
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2. ASPECTS FONDAMENTAUX DES TRAVAUX

La fermentation de ces quatre aliments révele :

- la diversité des composés produits et de types de fermentation

- une microflore adaptée a 'environnement

- et les changements de texture et de couleur

Elle se déroule dans les conditions d'anaérobiose (pression d'oxygene
dissous 0,1mg/l) et de pH acide (pH 3,5-4.5) sauf pour les feuilles de
manioc ou le pH est alcalin (pH 8,5-9,0). Les principaux métabolites
produits au cours de ces diverses fermentations sont le lactate, 'acétate
et I'éthanol. Cependant, le type de fermentation varie en fonction de la
nature du matériel végétal et des microorganismes présents,
principalement les bactéries lactiques, Baci/lus inclus, d’autres bactéries
et les levures. Dans les quatre aliments fermentés, les bactéries
lactiques ont &té isolées. Elles sont souvent en compétition avec les

levures sauf pour les feuilles fermentées de manioc ou la compétition se

fait avec les Bacillus.

2.1 Diversité de composés produits et types de fermentation

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

(a) des composés acides notamment les acides lactique et acétique
au cours du rouissage des tubercules de manioc, de la fermentation des
feuilles de manioc et des grains de mais ; (b) les composés alcooliques
notamment I'éthanol dans le vin de palme; (¢) les composés aminés,
principalement 'ammoniac dans |la fermentation des feuilles de manioc ;

(d) les composés aromatiques, comme les acides isovalérique et
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propionique contribuant a I'ardme et a la flaveur de chacun des aliments

fermentés.

Tous ces composés produits permettent de classer et de retrouver les
trois catégories de fermentations alimentaires: la fermentation
alcoolique avec le vin de palme. la fermentation acide !actique dans le
cas des tubercules rouis de manioc et de poto-poto et la fermentation

alcaline dans les feuilles fermentéees de manioc, ntoba mbodi.

2.2 Microflore caractéristique adaptée a I'environnement

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

'environnement. Celles-ci constituent donc un facteur de sélection.

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

Méme a pH acide, la quantité de composés produits au cours de la
fermentation influence le comportement de certains groupes microbiens

et entraine une séquence caractéristique de la microflore. Ainsi les
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Lactococcus lactis dominant aprés 24 heures de fermentation sont
remplacés par Leuconostoc mesenteroldes, lui méme supplanté en fin
de rouissage par Lactobacillus plantarum.

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

au cours de la fermentation des tubercules et feuilles de manioc.

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

c) Le substrat lui-méme, c'est-a-dire le matériel végétal, par sa

composition contribue a la compétition microbienne.
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Microflore du vin de palme

Microflore de la pate de mais

« poto-poto »

I

| Bacillus pumilus

Lactobacillus brevis

: Bacillus sphaericus

Lactobacillus cellobiosus

’ Bacillus subtilis

Lactobacillus pentosus

| Corynebacterinm

i Lactobacillus plantarum

Hanseniaspora guilliermondii

Lactococcus lactis sp lactis

Lactococcus lactis

L euconostoc citreum

Pseudomonas fluoressens

i Leuconostoc mesenteroides

mesenteroides

sSSP

Saccharomyces cerevisiae

| Pediococcus acidilactic

| Staphylococcus spp

Levures

| Streptococcus spp

“Moisissures

Microflore des tubercules de manioc

'Microflore des feuilles de manioc
}

Bacillus amyloliquefaciens

! Acinetobacter calco aceticus

Bacillus cereus

Agrobacterium radiobacter

Bacillus polymyxa

Bacillus cereus

Enterobacter spp

Bacillus circulans

Lactobacillus coprophilus

Bacillus macerans

Lactobacillus delbrueckii

| Bacillus pumilus

Lactobacillus fermertum

Bacillus spp

Lactobacillus plantarum

Bacillus subtilis

Lactococcus lactis

Erwiniia spp

‘ Leuconostoc lactis

Lactobacillus fermentum

Leuconostoc mesenieroides

Lactobacillus plantarum

Klebsiella spp Lactobacillus spp
Levures Lactobacillus lactis diacetylactis
Moisissures Micrococcus varians

Pediococcus cerevisiae

| Staphylococcus sciuri

i Staphylococcus xylosus
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En plus de ces facteurs physico-chimiques, certains métabolites de
fermentation peuvent jouer le rble d'antagonistes.

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

pumilus.

(a) Les levures (notamment Saccharomyces cerevisae) et les bactéries
hétérolactiques prédominent et conduisent a la production d’alcool 2
partir de la séve du palmier pour donner le vin de palme. (b) Les
bactéries lactiques (Lactobacillus plantarum, Lactobacillus pentosus,
Lactobacillus  cellobiosus, Lactobacillus  brevis, Leuconostoc
mesenteroides, Leuconostoc citreum, Lactococcus lactis, Pediococcus
acidilactici) constituent la flore dominante dans la production de la pate
fermentée de mais et les tubercules rouis de manioc, a coté de levures,
microflore complémentaire, responsable des arémes. (c) Les bactéries
du genre Bacillus prédominent dans la transformation des feuilles de
manioc a coté d'autres bactéries lactiques et conduisent a un produit

basique, le nfoba mbodi.
2.3 Changement de texture et de couleur

Les transformations fermentaires s'accompagnent de changements

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

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

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

ramollissement survient a l1a 96°™ heure.

Il apparait que le processus de fermentation des tubercules et feuilles
de manioc implique une rupture progressive des parois de la cellule, qui
est maximale a l'apparition du ramoliissement. Dans le cas des
tubercules de manioc, le ramolifssement est initie de 'extérieur vers
intérieur. Les enzymes pectate et pectine lyases sont donc trés
importantes dans le ramollissement des feuilles et tubercules de manioc
lié a la fermentation (143) (60). Cela est en accord avec les principaux
roles assignés a la pectine méthylestérase et la poiygalacturonase dans
les interactions héte/ pathogénes. Ces enzymes entrainent |la macération
du tissu, des pertes d’électrolytes et méme la mort de la cellule (143).
Par ailleurs, les enzymes protéolytiques participent également au

ramollissement.

b) brunissement

Le changement de couleur des feuilles fermentées de manioc est
caractérisé par le brunissement résultant de la polymérisation des

plyphénols par la polyphénol-oxydase libérée lors du ramollissement.
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2.4 Détoxication du produit

a) hydrolyse des glucosides cyanogéniques

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

Cette action concertée qui se déroule tant en milieu acide que basique

fait appel @ un mécanisme de catalyse générale acide ou basique ou

encore concertée.

b) détermination du mécanisme d'élimination de [Pacide

cyanhydrique a partir des produits de fermentation

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

La dégradation de la linamarine a lieu en deux étapes.

La linamarine est hydrolysée en glucose et acétone cyanochydrine par

{'enzyme linamarase (44) (70)
Linamarine+eau —————» glucose + acétone cyanohydrine

Linamarase
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L'acétone cyanohydrine se dissocie, soit spontanément aux pH >5,0, soit
sous l'action de I'enzyme hydroxynitrile lyase pour donner 'acétone et
I'acide cyanhydrique (58) (68) (140)

Acétone cyanohydrine 2 acétone + acide cyanhydrique

De facon significative, le cyanure produit est déplacé par solubilisation
ou volatilisation (47) (63) (67). En effet, I'acide cyanhydrique dont la

température d’ébuilition est de 25,7°C se volatilise rapidement.

L'étude de la stabilité de l'acétone cyanohydrine a différents pH (61)
(135) (140) (141) a montré que ce composé est trés instable aux pH

alcalins et se dissocierait spontanement sans lintervention d'une

deuxieme enzyme (63).

Certaines études sur la fermentation du _manioc ont attribué la
détoxication des tubercules de manioc a I'hydrolyse spontanée de la
linamarine et de la lotaustraline par les acides organiques produits et la
baisse du pH qui en résulte. D'autres études (142), au contraire, ont
déemontré la stabilité inhabituelle de la linamarine en milieu acide dilué
méme a 100°C ; ce qui rendrait invraisemblable la détoxication par

I'hydrolyse chimique sous l'action des acides faibles formés pendant la

fermentation.

Notre étude sur les fermentations de tubercules et de feuilles de manioc
a montré la baisse du pH_ de 7,2 a 3,8 dans le cas des tubercules et
l'augmentation du pH de 6,8 a 8,5 dans celui des feuilles, parallelement
a la détoxication et au ramollissement dans les deux cas. Ce sont les
activités conjuguees de la linamarase endogene des tissus et de la
linamarase microbienne (52) (142) (144) (145) qui contribuent &
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I'nydrolyse des glucosides cyanogeéniques et a la réduction de plus de
70% de la teneur en cyanure des produits du manioc.

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

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

Les deux étapes de |'hydrolyse de ia linamarine par la linamarase et
I'nydroxynitrile lyase peuvent donc s'effectuer aussi bien en fermentation
acide qu'en fermentation alcaline.

Ainsi, I'approche pdur déterminer le mécanisme de détoxication par
'hydrolyse de la linamarine a partir de produits de fermentation conduit a
suggérer l'intervention d'une catalyse générale acide ou basique ou
encore concertée. Elle met en relief la relation entre la croissance

microbienne, !'activité enzymatique et le ramollissement du matérie!
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2.5 Relations entre ramollissement, croissance microbienne et

détoxication

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

Les dynamiques de la reduction du cyanure durant la fermentation des
feuilles et tubercules de manioc, de la microflore associée et des

activités pectinolytiques ainsi que I'évolution du ramollissement ont donc

été étudiées

Grace aux enzymes pectinolytiques microbiennes, la rupture de la paroi
des cellules végétales libére des éléments nutritifs qui diffusent et
deviennent accessibles aux microorganismes pour leur développement..
L'étude de certains microorganismes a montré ['aptitude de ceux-ci a
synthétiser I'enzyme linamarase en présence du substrat approprié
linamiarine ou lIotaustraline. Parmi ceux-ci se trouvent Lactococcus
lactis(57%), Leuconostoc  mesenteroides (86%) et Lactobac///ué
plantarum (40%). La présence de Leuconostoc mesenteroides a été
rapportée également dans la pate de manioc en fermentation (160).

La linamarase de Leuconostoc mesenteroides est inductible et
présente l'activité sur une plage de pH 4,0- 8,0 avec un optimum a pH
6,0 ~ 9,5 - (140) (146) (147) (148) (149) (150) (151) (152). Au-dessus de
pH 8,0, il y a perte rapide d'activité. Une inactivation rapide survient au-
dessous de pH 3,5 et au-dessus de pH 8,0 avec une perde d’activité de

50 %.
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La diminution de pH de 7,2 a 3,8 dans le cas de la fermentation des
tubercules est occasionnée par les acides organiques, notamment les
acides lactique et acétique, produits au cours de la fermentation. (figure
25). Le niveau élevé de pH (pH 8,5 - 9,0) dans la fermentation des
feuilles de manioc est causeé par l'action des enzymes microbiennes
comme les protéases, les désaminases et les décarboxylases qui
engendrent les amines. |l accentue ainsi le clivage des cyanohydrines en

acide cyanhydrigue volatil.

L'alcalinisation du pH faciliterait la réduction de Ia teneur en cyanogenes,
ce qui est tout a fait différent du niveau bas de pH (pH 3,8 a 4,2) dans (e
rouissage des tubercules (figure 20) (58) (63) (68) (140). La fermentation
des tubercules et feuilles de manioc se déroulant a température

ambiante (plus de 26°C:. une partie de l'acide cyanhydrique se

solubilise.

En conclusion, les fermentations alimentaires montrent donc la
diversité des produits synthétisés et des populations microbiennes
en action que nous avons caractérisés. Elles mettent en jeu des
interactioné complexes entre différents groupes microbiens et entre
molécules diverses entrainant la détoxication, la modification de

texture et la formation d’aromes et de flaveurs caractéristiques de

chaque aliment fermente.



CONCLUSION GENERALE

Les résultats des aliments fermentés traditionnels étudiés montrent

que :
¢ les activités métaboliques des bactéries lactiques ou des Bacillus,
seules ou en association avec d'autres bactéries.des levures ou des
moisissures, apportent des changements majeurs dans la couleur,

'ardme, la flaveur et la texture des aliments fermentés traditionnels.

Dans la plupart des cas, le développement des qualités sensorielles
désiréees des aliments fermentés traditionnels dépend d'une
contribution composite de deux ou plusieurs types de

microorganismes.
¢ la fermentation permet la préservation et |la valorisation des aliments.

¢ |a fermentation peut auss! servir de processus de deétoxication et
d'amélioration de la valeur nutritionnelle en protéines, lipides et

vifamines.

¢ la fermentation peut améliorer la digestibilité des aliments avec la

production d’enzymes digestives.

La compréhension des conditions physico-chimiques et de I'écologie

microbienne de ces aliments fermentés traditionnels permettra de :

¢ Optimiser le processus de fermentation

ts



¢ Reéaliser les fermentations contrélées en mono et polycultures.

¢+ Mettre au point des starters adéquats pour le développement des
fermentations naturelles.

¢ caractériser les arémes de chaque aliment et les souches

productrices desdits arémes.
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NOTE

ETUDE PRELIMINAIRE DE LA MICROBIOLOGIE DU VIN DE PALME
ELAEIS GUINEENSIS

D. LOUEMBE (*), S.C. KOBAWILA (*), J.P. BAYENDA (*), Y. MANIA (%),
Odile MICHAUX (**), Monique LARPENT (**), M. MALONGA (**).

PALM WINE : MICROBIOLOGICAL STUDY
IN POPULAR REPUBLIC OF CONGO

Summary

The types and numbers of organisms encountered vary widely even from tree to tree
. 28 samples collected (rom Elaeis guineensis have been studied (urban region and
country department). 210 cultures isolated have been identified: 44 B. subrilis, (3 B
sphaericus, 13 B. pumilus, 29 Streptococcus diacetylactis; 52 Streptococcus spp., 4l
Corynebacterium spp., 3 Staphylococcus spp., | Pseudomonas fluorescens, 13 Sac-
charomyces cerevisiae and | Hansienaspora guillermondii B. sphaericus and B. pumilus
are only presents in urban region, Hanseniaspora and Pseudomonas are inhabitants
of the palm wine of country department. Numerous lactic Streptococcus but not Lac-
tobacillus have been isolated. Zymomonas has not been discovered.

KEY WORDS : Palm wine - Congo - Bacillus - Sireptococeus - Saccharomyces - Honseniaspora

Ce travail porte sur une étude préliminaire du vin de palme congolais pour lequel
il n'existe aucune information (1,4). 28 échantillons proviennent des palmiers 2 huile
Elaeis guineensis dont 26 d'arbres développés en région urbaine (Brazzaville) et 2 de
plantes présentes dans un département rural. 210 souches microbiennes ont été iden-
tifiées. Pour le genre Bacillus, ont été HESNLrés: 44 B subtilis, 13 B sphaericus, 13
B pumilus. 29 Streptococcus diacetylactis ont été identifiés ainsi que 52 autres Strep-
tococcus spp., 41 Corynebacterium spp, 3 Staphylococeus spp., | Pseudomomas fluo-
rescens. Pour les levuces Saccharomyces cerevisiae a é1€ 1solé 13 fois ¢t une seule sou-
che d'Hanseniaspora guillermondii a été identifiée. Les mémes bactéries se retrou-
vent dans les échantillons d'origine ruraje ¢t urbaine A I'exception de B sphaericus,
B. pumilus présents uniquement dans le vin récolté en ville. Hanseniaspora, Pseudo-
monas fluorescens n’existent que dans la boisson d’origine rurale. Cimpontapce des
Streptocoques lactiques et I'absence de Lactobacilles sont A souligner (5). Cabsence
de Zymomonas pose le probléme du rdle de ces bactéries par rapport aux levures dans
la fermentation alcoolique de ce produit (1, 2, 3).

(*) Dépactemem de Biologic czlulaire et moléeulaire, Facultd des Sciences, B.P. 69, Brazzaville (Congo).
(**) Laboratoire de Microbiologi¢ Université de Clermont ([, €, rue Ledru, 61038 Clermont-ferrand Cedex.
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ETUDE MICROBIOLOGIQUE ET BIOCHIMIQUE DU VIN DE
PALME (ELAEIS GUINEENSIS JACQ)
EN REPUBLIQUE DU CONGO

A. MALONGA ), 0. MAVOUNGOU (" S.C. KOBAWILA (9, D, LOUEMBE *©®

PALM WINE: MICROBIOLOGICAL AND BIOCHEMICAL STUDY
IN REPUBLIC OF CONGO

Summary

The types and numbers of organisms encountered vary widely even from three to (ree. 30
samples collected from Elaeis guincensis have been studied (urban drea and country area).
210 cultures (solated have been identified: 44 Bacillus subiilis, 13 B. sphaericus, 13 B.
pumilus, 29 Lactococeus lactis, 52 Streptococcus spp., 41 Corynebacterium spp., 3 Sta-
phylococcus spp., | Pseudomonas fluorescens, 13 Saccharomyces cerevisiae and 1 Han-
sienaspora guillermondii.

B. sphaericus and B. puwmnilus are only preseots win urban region. Hoenseniaspora and
Pseudomonas are recovered in the palm wine of country area. Numerous Lactococcus lac-
1is aever mentioned in literature have been isolated. Zymomonas. Leuconosioc and
Lactobacillus which are often cited tn literature have nol been recovered. The pH varied
from palm tce¢ to palm tree, but for a given palm tree, pH changes (n time (24 h) were
very stight. Supar levels also vaned from tree to tree.

KEY-WORDS: Palm wine - Laclococcus lacifs - Succharamyces cesevisiae - Zymomonas - Lenconostoc -

Hansemaspora guillermondii - Isobutyac acid - Isovalene acid - Acelic acid - Exhanol

INTRODUCTION

Parmi les boissons locales consommées au Congo, le vin de palme, obtenu par fermenta-
tion naturelle de la stve sucrée du palmier, reste une boisson trds prisée. C'est un liquide
- blanchdtre, pétillant, & saveur sucrée et ajgrelette, d'un golt assez agréable. Il est peu al-
coolisé et contient [,5 2 2,1% d'éthanol [1}. Soo pH varie entre 4 et S (2]. La concentra-
tion en sucres solubles de 12 seve du palmier varie entre 12 et 15%, le principal sucre
&ant le saccharose. On trouve également en lzible quantilé le glucose, le fructoss, le
raffinose, . te malilose et les oligossacharides {3}, La seve fermenlée contient auss) des
acides organiques et des acides acunds [4].

La flore microbieane du vin de palme est trés diverse. Elle est constituée de bacténes lac-
tiques, acétiques, de Zymomonas spp., d¢ microcoques et de levures (5, 6, 7, 8, 9).
L'importance socio-économique de cette boissoa dans notre pays [10] nous a conduits a
étudier les caractéristiques microbiologiques de ce vin et i sujvre I'évolution du pH, des
sucres réducteurs et des métabolites produits au cours de la fermentation.

(*) Laboratoire de diotcchnologie, Facolié des Scicnces, B.P. 69, Braraaville (Cango)
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MATERIEL ET METHODES

Echuntillons - Vingt sept échantillons proviennent de trois palmiers 2 huile (Efacis gui-
neensis) situds sur je terrain de la Fuculié des Sciences (2one urbaine). Un préldvement est
réalis€ sur chaque palmier teois foix par semaine pendant trots semaines. Trots aulres pro-
viennent d'un palmier & huile en zone rurale. Un préfevement est réalisé une fois par se-
naine durant égalemeat trois semaines. Ley échanullons de séve sont récoltés dans des

[oles stérites.

Préparation des échantillons pour les analyses microbiologiques - Tmemédiatement
apres chaque récolte, une séne de dilutions décimales de 1'échantillon est effectude en eau

peplonde stérle A | % exempte d'indote.

Milieux ¢t condittons de culture - Les miheux de cultures (11) uuhisés sond les suivants:
- Milieu au mait & 2% additionné de rose bengale & 1% pour les levures (culture 2 37°C
pendant 48 heures) - Plate Couat Agar (P.C.A.) pour la microflore mésophile totale
(culture 2 30°C pendant 48 2 72 heures) - Glucose Yeast Agar (G.Y.A.) poue les Zymo-
monas (culture en double couche 2 25°C pendant 48 heures) - Gélose M.R.S. a pH 5,56
pour les baciédes lactiques (culture en double couche & 30°C pendant 48-72 heures) -
Milieu de Terzaghi (M 17) pour les streptocoques lactiques (culture en double couche 3
30°C pendant 48-72 heures). 0,1 m} de chacune des dilutions décimales est ensemencé sur
les différents mlicux ea boites de Pelst (3 boites pour chaque milieu). Aprés culture, les
Jiftérentes colonies sont cepiquées ¢l conservées sur les milieux ci-apres avanl d étre
identifides: - Milteu (rypticase soja (Bio Meneux) - Mibeu GYA - Mdieu M.R.S. (Merck
106 69) - Milieu de Sabouraud (Bio Mérieux) - Milieu M |7 (Merck 15029).

Dénombrement et identification : Le dénombrement de la Nore est tail sur douze échan-
tillony (neuf échantillons de (a 20ne urbaine et Irois échanbllons de la zone rurale). I
porle suc les bactécies otales et sur les levures developpees apris 24 beures. respective-
ment sur fe milieu P.C.A. et sur le inilicu au mall a 2% additionné de rose bengale.
L identification des souches isolées, a partir de tous les &chaaulions, est faite seloa les
méthodes usuelies (observation microscopique; coloration de Gram; recherche de la cata-
lase. de I"axydase, des spores, du type Je métabolisme cespiratoire) et-en utilisant le ma-
téniel AP SYSTEM {AP] 50 CH: API 20 E; API Sirept; AP! Staph; AP| 20 NE).

Préparation des échantillons pour les analyses biochimiques - Apres leur récotie, les
échantilions sont incubés pendant 24 heures i 12 température ambrante de 23-C. Au cours
de I'incubalion, on réalise, toutes les 3 heures, -2 prélevement de 10 ml de vin de palme
i partir duquel on mesure fe pH. Apres mesuce du pH, I'échantillon est centrifugé & 8000
tours / mn. Le surnageant ainsi obtenu est filtcé (filtre Millipore 0,45 pm) et utilisé pour
doser les sucres réducteurs. La déterminaton de |‘éthanol et des acides gras volatils est
faite a partir des filtrats traités 2 1'acide sulfurique 6mM. Toutes les analyses sont répétées

trois fois.

Mesure de I'acidité naturelle et du pll - Les mesures de 1'acidité 10tsle sont fuites selon
les méthodes usuelles [12) el le pH est déicrminé avec le pHmetre Consort sur Je préle-

venienl brut.

Dos:tge des sucres réducteurs, de I"éthanol, des acides prus volatits - L'analyse des
sucres réductenrs est réalisée par HPLC (bhgh performance liquid chromatoyraphy) i
20°C avec un chromatographe (LDC Analytical) muni d'une coloane A résine déchangeuse



de cations (Aminex HPX-42) et relid 1 un réfractometre différentiel (LDC refractomonitor
V) pour leur détection.

La phase mobile (solution d'H,50, 6mM) a un débit de 0,8 ml min'. La détermination
et le dosage de I'éthanol et des acides yras volatils sont faits également par HPLC, avec
une colonne échangeuse d‘ions Amunex HPX-87H: Bio-rad lab. Le débit de |'éluant
(solution 8'H,SO, 6mM) est de 0,40 ml min'!. La température du four est de 65°C. Les
produits organiques sont identifiés par un specirometre UV (LDC spectromonitor 3100) a
210 am.

RESULTATS

Dénombrement des germes - Les populations microbiennes mixtes sont en quantité va-
nable selon les échantillons. Au bout de 24 heures de fermentation de vin frais, on nole
une diminution de la flore baclénenne totale dans lous les échantillons (Tableay 1). Dans
le méme temps, on observe un dJéveloppement rapide des levures (Tableau [), la baisse du
phH consécutive 2 Ja fermentalion étant favorable a ces demigres.

Table | - pH, Hores hactérienne et levurienne totales
en début et apres 24 heures de lermentation

0 heure 24 heures
Echancillon pH Baccér:ea Levures pH Bactéries Lawvures
(No) (x107 /ml)  (x108/m1) (x107/m1)  (xL10%/m}}
L’ 1.9 150.0 5.8 1,5 69 27,8
2 3.8 19.0 L.4 3.5 3,0 1,7
37 3,4 1.3 1,2 2,4 0,00 60,0
4 1,1 ) 1.9 3.3 0.03 50,0
s" 3.7 3.0 20,0 3,8 4.1 26,0
6 4,0 9.5 5,2 3.8 6,0 12.0
7 1,9 1,3 3.6 3.8 1,2 10,0
6" 4.2 61.8 o 1.8 36,0 17.6
s’ 4,8 80,0 5,0 6,0 60,0 29,5
10"" 4.3 91,0 7.2 3.9 45,0 25.4
11t 1.1 49,0 3,1 3.7 23.0 36.7
12” 3.9 56.60 1.8 1.5 3:.0 18.3
‘Zone urbaine -  2Zove rurale

Identification des germes - 195 souches ont été isolées des échantillons de vin des pal-
miers & huile de Ja zone urbaine. Les gernies suivanis ont été ideatifiés: Bacillus subilis,
Bacillus sphaericus, Bacillus pumilus, Corynebacterium spp., Lactococcus lacris, Strep-
tococcus spp. et Saccharomyces cerevisiae.

Les 16 souches isolées de vin de palme de la zone rurale comprennent les microorga-
nismes ci-aprés: Bacillus subtilis, Corynebacterium, Hanseniaspora guilliermondii, Pseu-
domonas fluorescens, Staphylococcus spp., Lactococcus lactis, Saccharonyces cerevisiae.
Le tablean 1{ donne la fréquence des germes isolés. [} faut noter que les échantillons
d'origines urbaine et rurale renferment praliqguement les mémes bacténes avec les excep-
tions sutvanles: B. sphaericus et B. pumnilus sont présents uniquement dans le vin récolté
en ville; Hanseniaspora guilliermondii, Pseudomonas fluorescens n'exislent que dans la
boisson d'origine rurale; les Zymomonas et les Lactobacillus sont absents des échantillons
d'origines urbaine et rurale; deux types de levures, Saccharomyces cerevisiae et Hanse-
niaspora guilliermondii, y sont présents.
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Parmi les microorganismes identifiés, seuls pardissen! importanls par lewr rdle
Lactococcus lactis et Saccharomyces cerevisine. Le rble des autres germes (Bacillus,

Corynebacterium, Pseudomonas, Hanseniaspora) reste A précisec.

Table I - Microflore du vin de palme

Nombre 4d‘jisalats

Micro-organismes vin zZU Vin 2R
Bacillus subcilis 39 5
Bacillus sphaericus 13 ‘o
Bacillus pumilus 13 [}}
Corynebactériae 39 2
Hanaeniaspora guillermondii [\ 1
Pawudomonas fluorescens a )3
Saccharomycce cerevisiae 13 1
Staphylococcus epp. aQ 3
Streptococcus spp. $2 o
Screp¢c. lacris eubep. diacecylaccre 26 13
195 28

ZU: zone urbaina - 2R: xone rurala

Evolution du pH et de I'acidité totale - Les valenrs de pH sont relativement faibies el
restent pratiquement constantes (moins d'une unité de variation) au cours de la fermenta-
ton (Tabl. 1lfa). L'acidité totale augmente également trés faiblement au cours du temps

(Tabl. IlIb).

Les différentes valeurs du pH et de ['acidité confirment le caractere aigrelet de la boisson.

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

Tampa (heures) pH
o 4,42 (0.52)
3 4,27 {0,38)
6 4,18 {0,31)
3 4,06 (9,10)
2

4.06 (0.,30)

Temps (heures)

Acidité (g 4d‘*acide lactique/l)

Ve VRO

S,10 (1,95)
S.42 (1.82)
$.72 (1.79)
5,04 (1,78)
$.,96 (L.87)
6,42 (1,80)
6,66 (1.70)
6,04 (1.78)
6,96 (1,71}
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Evolution des sucres réducleors - La ienenr en sucres réductours (Tabl. |V) apparait
constante pendant les six preaueres heures. Au deld, on constate une diminution de leur

conceatration.

Production de métaboliles - Les composés organiques identifiés pendant la fermentation
sont essenliellement 1'acide acétique, 1'acide isobutyrique, I'acide isovalérique el
"éthagol. A [‘exception de |'acide isovalérique dont 1a concentration resle constante, la

teneur des autces produits augmente (Tableau V),

Tableau [V - Evolution des concentrations (moyenne et art-type)
de différents mélabolites au cours de n fermentation

Tempa Acide Acide Acide fthanel Sucrea
{hsuraea} acecique isobutyrique lsovalérique réducteurs
0 2,68(1,09) 0.59(0,08) 0.,3¢{0.0?) 1,31(0.10} Q,50(q.0))
) 1.058(1.08) 0.95(0,19) 0.451(0,00) 1,2)(0,08! 0.50(0.02)
& J,08(1,03) 0.25¢(0,28) 0.45¢(0.08) 2.3a(o0,2) 0.49(0.0))
3 ),S5(1.,06) 0.39(0,3)) 0,56{0.07) 2.29(0.17) 0,37(0,02)
12 3,95¢1,81) 0.91(0.3)) 0.42(0.09) 1.27(0. 12 0.30(0,01)

DISCUSSION ET CONCLUSION

La flore microbienne du vin de pahinser 2 buile (Elaeis guineensisy du Congo differe de
celle d'autres vins 7). En effe(, en ce qui conceme les Jevures, Van Pee (4] fau é1al de
plusieurs espéces dant Saccharomyces cerevisiae. Dans nolre élude, les espces 1solées
sonl Saccharontyces ceravisiae ¢t Hanseniaspora guillermendii. On cemarque aussi que
les bactéries lactiques comme les lactobaciltes et les leuconostocs sont absents du vin
congolais; tout comme Zynamonas souvent considéré comune jouant un role important
sipon essentiel dans la production de CO,, d’éthaol, de pefites quantités d'acétaldéhyde,
et d'acides laclique et acétique [13, 14, 15, 16). L'absence de ces germes du vin coogo-
fais serait compensée par la présence de Saccharonryces cerevisiae et de Lactococeus lac
tis, espices non relrouvées daas d’autres vins de palme (1, 4, 7, 17, 18). La présence de
Laaococcus lactis ayant un faible pouvoir acidifiant par rapport aux laciobacilles expli-
querait pour une part les faibles vanations de pH observées, (andis que Saccharomyces
cerevisiae assucerail, par la voie d’Eniner - Meyerhof - Pamas, la fermentation
alcoolique.

Il faut enfin constater |'absence de microorganismes tel Acetobacter acetii isolé par
Okafor [9) du vin migérien.

La microflore de vin de palme diffdre donc largement selon les régions.

L'examen de |"évolution de la Nore bactérienne totale indique, contraicement sux résullats
de Okafor [6), une dimuawtion de celle<ci aprés 24 heures. Ces résullats pourraient
s'expliquer par le fail que cette pucroflore soit plus seasible 2 ta présence de I'alcool pro-
duit par les levures dont {'évolution est, par contre, 1a méme.

La constance des leneurs en succes réducteurs peadant les six premidres heures ne peut
&re qu'appacente. En fait, il doit exisier un équilibre permanent entre I'wilisaton des
sucres par les mucroorganismes et leur production X partir de I'hydrolyse des oligosaccha-
nides tel le saccharose. Apres la sixidme heure, leur consammalion 1'emporterait sur leur
produciion.
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Le vin de palme apparait cotnme un produit en constante transformation mettant en jeu
des fermentalions mixtes avec fes bactéries et les fevures.
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MATERIEL ET METHOBDES
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ke cutions (Aminex LIPX-42) et rehie 4 un réfeavioraitre différeativt (LDC relractamronitn
V) pour laur détection.

La phasc mobile (solution d'HaS0, 6mM) a un Jebn e 0.4 ml min*}, La dctermonatim
a¢ b dnsago de ['thannl et deg acdes gras volatilz sont feits éoalement par HPLC, avee
roe woluane &haogeuse d'ivas Amines [[PX 370} B rad hih, {z débit de ['gluunl
(sohntina d'H, SO, 6mbi) cat de 0,4C ml min [ La température du Fouc est de §5°C. Les
peoduits orsaiques somt idenlifigs pur an spreteomelre UV (LDC spectrumonitor 31100) &
210 nen.

RESULTATS

Nénombremient des gearmes - Len populatinas mivrobicnaes mixies smit ea quants va-
crdle selen les Schanullons, Ay buus de 24 heures Jo fermentatiun de vin (rasg, oo aole
utis diepiinulicn de 1y flore baeldriznog otsle dans toas s Schantillong (Tablcaw 1). Dans
I rme temps, oo obsarve vp developpement supids des levaces (ibleau 1), e buisse du
pH conbeutive & lu feeneniation Stant favorahle X eos dernadnes.

Table | - pH, Noses bactérienne et lesusieniie tatales
en déhut ¢ uprts 24 heures de fermentatiun

N teurw K I T TP

e lacnil)on wiR RAmuCdl L wa Lwvdi v« (9 3 Balwl .wn

[ | e -A'b-" NI 1x14% YA < :Q?\.'.I: o

1: 21,5 233, 3,7 207 &) N
b Vo L, [ TP | qLe
J: LS | 1.3 1,3 .k J, 38 6C. 0
q E R 1.9 1.4 2,33 Bl G
Al -

. ) ST W] F{NA K I 4.1 sha
¢ 3,9 9,3 5.2 3E 4.2 12,9

7" 3,0 () PR Vb ) 1u,a
€ 4,2 51,3 ie 2. 35,9 17,8
SQ. 4.8 90,0 E.C 4,0 &0,¢C 25,5

LO‘. 1,3 11,53 7.3 3.y 15,7 2.4

1L 3.1 «d.C 3.1 .7 23,4 3¢,7
»

izt 1, NI 1M [N L.t U

LY >0
i t.rkin e - ooy raraln

Identilication dez gerins - 198 soucher oat éle Lsotées des dchunutlons = vin ey pul

migis A huile de Ta xane wihsine. Loz gonmes suivante ot éuf o lifids: Baeilluy xulbniiiy,
Bacillus sphaericus, Hucitlus punilus, Corywebacierinm spp., Lacrotpccus factis, Strep-
FOCOCLUR NP1 Bt SXFOMVIIY CEreving.

Les (6 spbuches fsoléer de vin de palme do (2 zntie rurale comprenacine 1ok mvicronrga-
pismes Quprisi Beciley sabiilis. Corvabacieriam. Hunepiaspora puiliicrmvonaii . Fsew-
domnnas ﬂurm—nc’un.c, Say)hy&)mmm - . f ety bactiy, ."s‘/lr‘chl;rt.rr.:(_:,v:rw LTIy Cae,
Lc tubledn Il donne lu fréguence dex sermes solds. 10 faot notcr que les Schantillons
d'arigines urluine ol turale feafeviment paliquement Jes memes hugiénes avee lex rXCEp-
tions swivanies: 2. sphaericns ot 8. purnitfuy sert présants waiguenent dans le vin ofon{ts
en ville, Hwgemiavpore guilliennadii, Pyeudoooey flucreseeny n'exisieqi qus <luns o
boisson d'osigine rurale; less Zvmomonut & leg Lacvobacillies sont abscixs des ehantillnns
d'arigines urhaine et yurale; deux fypez de Jevwres, Soceharomyrey corrvsiae et Hunses
niaspora guilliernondii, y sont pré&ents.
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198  Parm lcs microorganisnwe ideniifiés, seuls pacuissent importants par leur 1itle
{actemvnccny fueis o Sucionaropyees cevevigine. Lo sdile dex aulres sermes (Hacllus,
Corvnebacterium, Prewdyrwnns, Hunxegogmua) reste 3 priisee.

Table 11 - Murolure du vin e palme

Nrnkra d‘inolate

Nice s urganimanx via At viv SR
Ierifuo oubcztia s -
Bert:iilum eaphaariouc 10 C
Baezi il prinlilug 1y ¢
vassyrealwar Hrin 39 2
lasveal.laspora 72! larmeasiy 4 1
Cemydomanas rluscleacens }
Jroonaronycan ceravialae 13 {
Ssanayiooaoolo Epp. 4
Biyantocnocue Bpp .- [
Szvapt. lacr:am subap. diacecylaccia 12
- - A e —————————— - e v —————— —— — — -
Toiml 145 25

TIU: xonw Jdrinaices - AK) 33800 YEralue

Evolution du pH ¢t de l'acidite rovale - Loy valeurs de pH xont relutivement faihicy ol
rentent pratiquement cofalantis (Mnas J'une unild de vaciativnl wit Cown de ke fermeata:
ton (Tabl, Iy, 1 uciditd tolale nogmente Spalement s faiblemen( v cours du emps

(Tabl 11k,
Les diftlecates valsurs du pte el dg Uacidilé contirmnt le cacietbre xigeclel i la poigson.

Tableiu M1 - Evalutivm uw ciues de Lo fermentition do pH (i)
ot de F'aciditd totale (D) (moyenne et &art-typ)

a

Paerpes ‘hourac! ed
r 4,42 13,52
3 1.27 12,23)
6 V,Z€ §3,31)
] 9,06 9,33}
42 J.0€ 10,32

Tarpe laeuren) Acidizd g &'azlie _actoquell)
3 5006 (L.951
- 5,42 11,821
< 5,72 (1,791
3 2,38 1,761
1 3,35 11,07
5 5,43 (.30
& s,86 11.7C
o) G R IL.TR
B oys §1,TY)
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Fuolution des suenes réducleurs - Ta tencur @n swernes réductears (Tabl, (V) upparait
comxtunty pendsnt Jes gix premidres heures, Aa defd, on constate une dipunutiow de dear
canocantration.

Production de métubolites - Tes compogés orgaiques idenlihes peadant la termenmtion
sont owenlicllsmant Uacide awétique. 'ncnle  izabutyrique, tucide msovalériqus et
'&fumiol. A Pexcepticn de Uaide isovalérique dont {8 convealmlian neste congtanic, Ja
tencyr dey autres prloies aug menee (Tableau 1Y),

Tablesn [V < Evodution des conceniritions (nwvenae ot &eamn-tyme)
de différents méaboliter au cours de W fermentiition

Tamirpie el ne P da el Erhanol HAl b
(AQUI€at 3TALi:piwm twebubyrique iocvalacicus réaittmirn
4 Tonlel ] 5,5310,235%) [ R RO P DI Es S Coimin o]
2 31,9581 5 2., 0y C,wGC, CE: — 3L ) G,50:9, 02
€ Lot ) AR C.3E1(, 284 BN al 2,3908,2) OoARLaE)
“ 3,5311,86% G unit, Y O, 8629, 97) 23000, G, 53712.82)

- 5.9a10,4%) ¢C,%5L50,231 A JRID, 3.271C.221 3,331,611

DiSCUSSTON ET CONCLUSION

(.a Aore mizrobicans Ju vin de pahoier 3 huils (Elaers gankeensivy du Canya diffase de
celle d'unlrex vius [7]. En etfet, ca ob vl converns len lovuics, Yaa Pez (4] fudl 2l de
plusionss eapdees dont SGeadhurnvony cerevisize. Dans nefre e, les =specs iradées
yort Sucthoronnews werevitiae & Hansewgsporis polleraconidi, DA FOMarque ausst qoe
Iz Tawtsriez lactiques comme Jes [actibzezilles ot Ies Jeuconesiocs st whxents du vin
congolizs; 1wt commes Zemeanronas sauvient con¥ldeérs vatnme jowant un Ol 1mpoctant
sinan essenticl dans [s productioa de CGL. d'Ethannl, de petites quuntiks J'wxdaldéhyde,
ot d'mides lictiyue ot acétigue [13, (4, 15, 16/, L abzenvs e cer germeR du vin congo-
Latx 2arait compensce par Ja prevence de Surtfiovpivoes cerevivive ¢t de Laclocveny b
18, csplees pon retnpavdex dang d'sutres vips de pulme |1, 4. 7, 17, 13]. [a préscnce de
Lacwcwous locsie aysnt un table pouvorr wilifmt pae apport aux |actobaeilles capl:
quersit pawr unc pact ks fuibles vicidionz do pH abscrvées, tundis tue Svccharamyeas
cerevisiae uwssurerutl, par le veic d'Enter - Megethof - Punas, [a formcntation
wlevolique, '

11 famt enfin conxtaler Vabcence da mictoorsunismes el Acetobvcter aeetii Kol¢ pas
Okuafur (9] du vin nigérica.

Ta microtlore de vin Je pulme dhilfere done Jargement sclon les répiuns.

L examen de )'évnlation de la Hare bacvicrieane {olale wrulique, contraiccment aux eésulialy
ds Okator [6], voe dimymulicn de cellc-ci apds 24 heures. Ces résulus pouresent
s'expliquer par la fait quo cetfe mucroflere ol pls sseible A la prdsenes de Makeool pro
duit par Ies Jevured dont L'évolaniun wst, iy contre. 12 mdme.

La conslice den loneurs en fuscs réducicurs peodant lex six gnenidies houres o peut
dtve quiapparents. En it ( dorl exivtey wa dquilihes permancine entee 1utilisation des
SUGres par fes mcecourganizenes €t lear production 3 partit de )'hydeofyse tes vligesancha-
rides Lo} e anchsrase. ApRs 1 sixreme henre, leur vonsornmation ['empotersit sur Jeur
praduction.
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T vin de palme appaciit omme ua produit cn cnns@nte trunxdormation oetant o jeu
e fermentations mixtcs aves Jox hacteries #l les levures,
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ASPECTS MICROBIOLOGIQUES ET BIOCHIMIQUES
DU ROUISSAGE DU MANIOC

MARYONGA GO0 MAVOUNGOL W S, KELERE ™
S.C. KOBAWILA L 0. LOULEAEBE *~°

MCROBIDCOGICAL AND 1 OCULLMICAL CaIAACTERIST] &
OF CASSAVA RETUING

Summnacy

Sevierad pceanlogical Bivivgs o MW G, S ICE Wi provenily lsobe wenl, sanylsy

leliv wnd poctiseddy e Pachong and ommls, aee vodeenl s the tonnentaee procwss of
castava wwes irowles. Ther JANIURES |.\n|LqL'il\:l!'z (e ul_:ﬁur:lfkpll.' proper e 1 eevied
cassiyit oot b e peodieten vl eshanao, bacte, oele, Delval, d6etie dad evprnmg
wrids, the nuay Mdsholiles procluc o] dustng e peacce, Dumy fonneoiidion, nesivs
recals pH o ductaees alner Zab hours Tosm 2 e aboot 2e the cad o posorse, Jigeodvad oxy

st Concenfiznng shuwz oo drop beoar S50 mpd) e Gt witain 12 hours so the ey

tawentiiem mediuim boeonws gngeioha, Amrlolvale 15 vioe weag duane the pathng. -
lated nvehsbyins pueemycansen: pwlode Buvidlos 08, twrewss B oonvishque Sy, B
cestne)s Batocluarm VR eb wells spp. L Enverodsaree \ppol wad e aond baatonzced

esarant, Lecretaillo spp L Laanoeeccos sppc 1 Pectinalytc micreonam-ms are Alni-
fnmyreles and Sleeptoac ). Collural (o cyaaide venlinm. lactic avi! Mitena fanlated arg
restating) 1 fpes cvatade at o conecabaninn higher than 2085 e

KEY WHIRDS: Caezzgvn Remlon - Crpnide bacmw s hu oy Aot i Bygloda dectne tyiv: alerss.

N ROBUCTHON

Le maflioe WMol exvtdensn Crauia) oUW hastzae alimea) sons les Wapiguus, apres e
iz 3 de oz du point e vie des yuanlitel consmnmdes, 1L ost Lo sismnee mmpyrbate s
cutonies car il cosvre G0 des hesonys calorifeuey jourmidicas e populatoens en Alrgus
topaale ¢t ot Amerigue ceata@ale 1) Lo Afngts verimle, notaneend ao £hnew b

awx cat vansommé preacipsiement seux frme de banme (Foolaw ou Gl gman de prane s
[Chikwanpue).

Eemmnioe cenbeal s Loy tobennies ot [os fonlios, o gpanue: prosent ot furioe 1z
vlacoxdes cyapugdniges: Lo immacie o L lowustosdhee 200 Pewrs Glinenee acide
wyinbyvdrique Kthad aux doses e 50 o0 35 ang par kdnpiosis oo poawds oinpsore) ot
fundee fos ibercdles propres & Iy armsarmuhon, los popelahons paliognent uas feaurs

wlhen traditionnedly, dpgchia nrnsage |30 40 3. Lo outre. celie Tarpyntcinm pemicl wac
podwction impoicents dacdes orgiogues of uo o imalliaseiseed des tubocules,

wa, BP 22, Brassseile Wonge,

o8 Laboeiars Je Bivexclanogic, Facnle des Sei:
o Labnzatone e Mipabiolig ¢ Ceati: DGRST  QRSTOM BP B[ BrassoviTks o,

152



indispensable pour hes opérations ultd icures de trensformation. .

Les caractdristgues organolepliqques (couleur, extare. wdenr, goity dépeadent o lype Je
munive. des ennditous de reuistuge ot dox mLCTUOTEHLIEMSE Préseants. La ndeessité do
maftyser lex qualités organolepliques of hygiéniques du miunioe coud passe dong par voe
meafieure cannamsaie du pldpemdine ds rouissagre metatament L yviamiepise Jes popials-
tions micribicooes.

Plosieuwes teavauy onl @lé conzacrd] aux nncrooresmsme2 powe e imopofanc: dans (e
Qualitzx hyandmique of orgudrpiicpies do manize coui |6, 7] Mas wos g donnent
reu d'ardicaliogs sur I'évalation des pnoadpaox goups onerdseas implhiques dims e
prsiEssiy Ju roussage.

Dans une Swle amlenesure [8] oows asanx cacacdCei s log hacténes Laclues ¢ montre Jeur
évatulinn au cowrs o remiseage Jes wibeitules e manie, Lo geosant Iravki! porte sng
I'dtodye de I'Svulutian e 2roupes suvanis: evires, lactéries pecunoivoguer aany Lty -
figues  Ldtude der procipana prassdties kochigugues deides vrgamques. alconly er
physwea—ehinuyues (pH, pQ. 0 o e Gnte pagulicloment o T cacaoiinadlion e e puco-
fine. Fnlw voe détornminuson de it sersdulicd e cyipure ded beléniess Gctiques a &

ez,
MATERICL LI METHODTES

Mutériel végétal - Les (ubaicules de namiow (Hadher ssewdeste cac. Neaew) iees Je IX
awus provienrocnt dos pluotions 3 Ap-Congo i Brazzavithe, Comg kilogranmimes de
perculex de munioe sont lavds & Vean du rohinit. Splechds, coupds animareenux st plon-
g duny des RO conlenant 20 liles Ve de peetse s Ns sent placds o temprraluge
ambriante {28 i J07C) dueonl & ek, Lo pedlivenients prw les navaes ame réalieis
toutes fek 29 leanss pour UStude den nero organisoes 26 Jdes SUMpoasds orgimijues o
ke~ lex P2 haunes pawe dos iveanneg du pH, de B pressaon d sxveine dissous o du Go
de suurey rédncteuss, l

Al yss micnmhlm_:,iql.l(:x‘ - DIy monerdux de tulencoles de maaine en coors Jde
fOWSSASe sl prelevds au hacad <t découpds on paanty dés, Snixante prrames dv co) x-
Hts dég soat Iunyés el bomosindind dans Y4 mi d'eao prplunde éede i (Nde dun
Waring hlemior. Der dilutisns décanales en enn peptonde som pedparses & pasnie de calte
AUSPEARIAN .

Mitiens ¢t condinors de culture - Loz milicun ot cunddians de culturc utilisds soat Jes
suvants: - POA (Flute Count Agar pour a Hlore mésophite totale; culluee i 3197C pendant
48-22 houres - Midiew MRS aclosé & pH S,9 pour Jeg Beelénim Jucaques: eoscetirpscment
¢a douhle courhe et tncgbation § XI°C peadant 4R-T2 houees - I1P2, pll 6,7-6.8 pour Jos
bactéries amylolytiques; epsomenaceinent en surlice et inculution & 258%C parelial 45-72
ficures: poar la mise en Svideace do pouveir amylalvtigus, les Boites sonl exposies i des
vapeurs d'iode piadanl 3 /1O minuts, Taciivitd amelolyuigue se néeéant par b Roe-
munon d'wer halo autour de la caluoie - POA (Pidulues Dexteose Agary woadifid 2 pil 3>
aver Je Uazids wrtrique § 104 of wdditionnd do chiciamphdnicol 3 ¢.5% pour li sétection
dem Joveres @t des moisinnres; casemeacenxnl €N susfass o ncubatiea 8 30°C pen-
dunt 72-120 heures - MRS~anlon addittonns de hleu dantbine A 16 pour bes haekéins
lacticues amylolytiques; apras inculation @ 30°C peadunt 98-72 honres, (outes o
cvlonics hleurm, sunR activild calasiqus, présenlant une plaee al'hydrelyse d*zmicon
aees exposition au vapeurs d'ide sont compies - milieu PEP 9] oo waile de Pelel pour
fes bactiries pecinofytiques: imrnhpion 2 37°C en gérobie ¢t en sumembye pondanl 3§ >

U
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Jours; Uhydslyse de la poctiow s trsdut par e préseoce de dépressinns autnuy deg
colonics.

Dénombrement el ideat{ficotion - Les imcravipnanisiies ont dénombrés apres sullore se—
e Ta micthnde do Miles et Mirnt déesite pac Cullins ©f Lyoe [1G]: Tes milicux sant ense-
nencds kyee 0.1 ml des di (féranies dilutions X maigon de trois boites pour chayue shilution.
Le resultal cuerespond] A T2 moyenne des nembres dz colomies déveluppées (enlre 10 ct
300 eolnnics ¢ boieet,

Aprss demnmbrement, les colbnics, prédtovéee 3 ditfdents wempe, sunl puolices ¢f sou-
minex auX R pliykinlogiquss ¢ bochumgues idadineation selon les mdthedes dé-
ceites par Hacomgaa of a |16 Tondentiicuninn dus somchers 4 pacta des rullins Je oms
lents w2 effietude «laa 1os doandes de Bargey's Mt [124) el 3 Paide des Jilféeents
vatdoguer ALL Lidenushivatton das Jevunis eat amddite selea §a cteb Jo Bunett [ 11 =
Paxdder [19] & partic do? cacseténstupues culinnd s, morphiiognpres. sexuclbes. physiolo-
s el des apeaes dlascimilabion of do fermeatsoen Jdos suoees feideres AP0
AUX)

Ronde de la ensibilité un evamriere dey souches de bectdries lxetignes iobfes - Six vpes
de bucteaies paldées ont 408 dludides: Lazodaeiihe coprephilis, Lo deibrucckdi. Lo over
prennon. L. plunrcram. Lacococess sacis, Lokconostae wesenizronded. [ es souchus, one
semencoes i rason de S 18N hictinies il sent caltisoes 3 307°C <ur boaillon MRS sana
vilcate, canfersunt dex concontiatinns erssantss e evanure de sadwm 2U; 280 S4; 100,
200; 400 300, &30: 800 ot QU ppm) ot du blew de hrpmsthywal G QUSRS (e pfl du
ouben »f apste @ 6,90 Troce tubze sont alilizds pr copvenuygtion €U par soucbre
bactinenne. Aprds 43 beoes d'wiubnlian, Jnoveavsnnre des senches ot aoios peur
chisinne e cimcantasions o cvanues, [ baetdric et sensible logsgue 1'on a’vbaverve wi
calture nt virage de indicateur.

Angiyses physicochimiyues it biochiceiyuies

Mesure du pfl de ['eaw et des nebercules ea cours de roudissage - Did ganmaes de tubar-
<ules de mumuor sonl broyes i aude d'on Wintee Blendae pdis hamogladisés dans 90 ml
e peplimde stdiile, [ suspeasion ohteoue oet dicanese. La mesuses du pt de Feww «t
de la sospenston d&untie esl Bute aver wn pll melye Comor) e les procddes déoits
par Flemiing «r 2l [15).

Mesure de b pression d'oxygine dissous - 1 mygine dissouz est mosurd en ploficeant
Uoxvimire dang 50 ml d'cau ds renizmage.

Pawages de sucres ef d'acider organiques - Dt imoceuux de tuberules Us manis: «n
cours do rourssuge sonl preleves au hisard <t diconpes en petits és. Quurante g rammcs
de cea petitc dds sont plazds dank 20 m] des H.S0, 0,006 M puis broyis & [Multestursx.
L'homogéndisat ainsi obteaun st conteitugs & 10 UDQ tenrsima pendanc 10 nunmtes. [ =
summapeiinl et hlied sur [dire Millipore (0,45 pm). e filhial o<t centrifugs 2 15 000
tursting, 20 pl du mageent sont aloez analysés par HPLC sclon s méthude Je
Moelbeoters ef . | 18], co whilan:  culonne &chungense (G Awnea [FPXRTTL 300
X e Baoaad Co - Prange THC walgtical - Détectows: dfractometre Philipe PU 4U26
pons Ios sperey o der alvools: spoctopbotemétee UV LOC MO0 ponr Jes anides orga
nigques el adres mndecales « Vadume srgeetd: 20 al - Plase wnkile. seide solfociqe o aaM -
Debit: 0,40 ml/mun  Lemperature: 83°C Sulafions glajons ses dillerenis prentaits,
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Curscitnstiges phivsicu-chateagues

PH - On gheeeve 1Fig. T uhe Suntnution sapide (dés (i L2eme heuret et saypactaaty du pll
det e e vawdsaige: de 70 G 4.5 Labiisccant du pl [ des sacies e neaoinse 20 et

aussr ympostant, oy o) &G un peu plus tird £ panr de b 24iax tieans)
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36 48
Temps (heares)
S opllde 2au S pll des racines

Figw e 1~ Fvuliding do pH oo enins e [y Fermeasiiinn
(_)t}gérle dissous - On constate une ixparstnm rapice et gl olale e Poygine dosaous
dont lx feneur pasec, dpeds 12 heurea. de 8,2 3 0.1 mgerl Ultcvicorcmwnt o rouissag. de<
(ubervdles s desiude vn redlieo avant une Libde teseur en oxviena
Caractistiques biochimigques
LEIbino) mt fes acnles BCmyges, aoetiie, propaenkjue of Bilycijue o0onc les Trnaei«

composds v ean i et s vams da noiisage (Fig. ™y
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tes acides Lictiyues o1 butyrique somt gurniiolivenwent les métabolnes les plux ahondants.
Lear concentration aupmente penbint le snuissage. L'acde bulyrique n'eppaesit qu'i pie
tir du 28me jour. L'wade propuasique ot & I'éeat de triuns. Ta concenteanen d'weide sd-
Qeue 20 prmesbe s CoulTCMEDE JUsipau 4o goar ol digbaue cosiie.

Fn e qui cooceme les sicres, on ohscrve (F1g. 35 une dispraritian signibcative des sucres
formentesaibles, nufaauent le acchacose. Crs surmex sont vraisemblablemoent assiniiles
ou fermentés. L naltoze o le maltotawse, produits de Uhydralyse dJe Cagutlon, seat pes-
senls en tria faibles quuntités. Cre Gl indigoe Ta faible uctivide umytalgligue du roussage

eon ¢ v

Staa ol )

T (o

- g D [E RN uCW i"‘; Milose % AaliveCinse

Figure 3 - Byolubon dex eoncenntrutions de sucres

Asabyses microbiologiques |

Dénombrement de by micsatlore - Les vSadtats relatils & ks wnicratlaac tatale, wux (e

vares aingl qu'aux bactéries Licliyues, imylobytiques et pectinelybyues sont presenlds sus
les figures 4 et 5.

L mivrofloee arnglolytique ost prosente papiiat lou de ysuistege. Son auonwmtalivn cst
L rapide les deux premiers juury. L densitd maximale (107 baclénesig de ncines) st
observéen ¢ dme jour. [e aambse Yevé de Cey buctenies oo le poobline de Yimpoaao.s
do amylalvse pendant Ie rouissiige

La pedscace des baciénes peclinolyliqoos auast bied aérobies quianadnshiay oot bds
sigmiticative cn ce qu'slles contnbasraenl au runollissuent des tubcrcules Je minic.
Les bacténes pectusd viigues serilies dizpaisaseqt apres e inyasne Jouy, alom goe Les
hawtaries pecdoolyeiques anadrebics sonl préseates peodaot Ul b rouissags. Leour
cruissance compirend une phass exponenticlle duraut les nis premicors poues o uae plass
ARnj-eletionnaiee (s pros sovints.

L'évolation < 1'alxendance deg bacténes lactigues défimies no cos e 13 présenie wxpen-
megtlation suol en acennd avee nos résultels anicrizurs [8).

[22 nwigizsurca sont préseates vmsiment fex (nois prainiess jours ot clies sonl peu ulwn-
duntes, Leg levores sont dderonnhirtes sur Ie manioc ea rowsgtge it parlir Ju 2w (our,
[cus population ne devieat imporntunte qu'a ks (i du iuissage.

Cavactérisatinon des micrvonsismes  Quilre-vingt-quatorzs souches 3 bacldnes
montrant une Aciivile amylasigne révelée par des 2oncey d’bydrolyse sur mylicu cirlea:nd
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Qo ifamndon, oal Ste wonuides - L2 annl des bilteons matiques dont £ L0 ofunreenin, G
Lerzrodaciilin ape et 3 Loctoceezas ~pque - o8 sl des Bacdios Sont 18 ey, 141
amnvigiigugfaosens, 16 R pwilweveg - 8 Jdos cathoinsctentes avor & Adebisella sppowl 2
Exgervhueter spp.

Létode Je 107 wches do Dok et yliques 15elées o cours de 72 hewrer de
ronpradye. & paitin deoanilien de cultiee PEP en doable couchs 8 penmis d'ulentier 3
ACHUNCMYOCLLS 2l %9 DrreieedTos Ciux sxp.

[t levures npparticnneat i Uespice Seceturanaey wereessize el au cosivs Cradido. i e
ook Cabsencr Jarlivads amylalvtique al peslinalyicee chez les levaees weoldg



Résistame des biwiéries lactiques sy cyannre - Les rdsulfats yblenus soul réismnis dans 79
le tablegu [ Les bacldnes licliyues safdes ont uss remamuable capacité & resister # de
fories coprentrulioon de cyanwic Jibie. Per ordre croissunl de yesisbincs, on e rospocti-
veancat: Lacvobacitivg coprophilus 200 ppm), Tactohacillas defbrueckii (W) ppm),
Luctobacithes fernseodum (300 ppin), Leuconostoc mesenieroidey (W ppeng, Leedobeciilis

plinzerian (600 peim) ot Lacrocuaeks iy (8 o).

Tableau | - Sensibilitd au eyanure dos souches de bactéres acligues

Microorganirman rantds CALCELTYALLaD PAXinals raldrea < ppanl
Lasesbassiine asprophl lae KN

Leviobedliile delnruaciil by

PER R Rt PO RN SPRFIT I VR IS ST LR U

LILSDRST oD Zlecenreyciass R

LTSN (i il et e

alnianive D dabow

NDISCLUSSION

[ fwble tepvur an oxyezae dissond (1,1 g, ohtenn di les peomicess hedrus. mnlee
ue le rouissape des liencales de manioe INMERs e ua phéqomine umadrabie conmms:
Uent signnlé Umyrkkwsees s wol. [0, Con vonditions pormictieat fo déveleppenmat des nu

Crooceatismes mivegdrophles depuarvs de chator teapssinne i les DactSoes
lustiysres qui constgoent b Doz naientane dazi Quwe 00uR 1 avsn: meay Wy uae preé

védento duwle (8. )

La pe&ence de sueces leomentsables acchiross, glucise, fisctos) ost significstive.
Flle peraet, conuwe: Pindiquent Dacschel é7 @l (17), & nudliplication des 8i (ferentes po-
pulatons nuorobiennes, <a purticidier L Mome Tactique, qui pa la producuon d'avides or-
coi(ees cimne Uacde lactique oit rezponable de i duomuton du pll observee a
vaurs du rouizrage. Cette diminution o en necord ved Ies résubiats ohirnoy par Oveonale
el 1R,

Fodthannd, produit peincipaloment par e levurs o bes haclénes L ligques hélerofermen-
taires, contcibue, & @31 d nutras cnposés volatily, & Ta fluvenr da pooduit inal [19]).

L apparition Je {*aeide butyrique 2 partis du deuxidioe jour ceinids sve Ie débn du ra

mollizsement des tubereuley de munioc, I serat respensible de Ly Raveor curléristigue
du provuil, & prudnctico peut provenit soit d'use fermvatation elostridicans butyrigue,
soit d'vne fenneatation due aux Jevares, Cotle dermere hypulhise semhle Ly plus prodrdile
cwr les Clostrihes se develappent oal en smilico acide. Tos Jevinic, KOUNROC 385001638 SUX
hactiries factiques 118, 20, 21, 22|, ont. par contes, un mdtuhollsowe 1Dsmant =n amién-
buwgc ¢t i pll acide et lcur apprantion au crurs ds natre dde comeide aves Iappavitivne de
I'acide butyrique. Blles jnuent done ma abe indéniable dans us cardcténsiques oryuow

leptiques du poodunt fion] {234,

Les moisissres rie so dédveloppueenent gue Lo tens (wemicrs jomrs o Juspacosseor. La di-
minution du pHR & 4 1t do la pression Jd'oxysine disous & U1 mgl, au vouns du yoiase
siiee, conslilue des cunditivas drlovarables i leur x|é\‘c:||lp])c|m:nt {20).

1a miceatlore amvlolylique ost quaatitsovement shandyate mags elle n hyurolyse que tres
peu l'wmidua cywon= ]'inlliAlI)M” les Ires Tathles yusntdex de malbne ot maltotese.
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BICROBIOLOGIE - AL dN1Y  SUTRITION
IV, VL I 4. 245 352

FTUDE MICRORIOLOGIQUE ET BIOCHINMIQUE
DE LA BOUILLIE DE MALS, *POTO-POTO"

D, LOUEMDBE **, A BRAUMAN 7 F, TCHICAYA (7, §.C. KOBAWILA

MICRUBIOLOGICAT. AND BIOCHLEMICAT. STUDLES
OF THE MALE PORRIDIGE "ROTO-PO 1O

Somimary

Sour ewreal porridye moking has thrg mayor phases: soaking of ormist grunling: decan-
wton, Physico-chomical. ruccobsologicul and hiechemucal pavimwetess inducate thul 1be
sndding stape muse e consideed as a prefermentinn stags: slow goadilicitson of yians,
weak coprentration of laene baiclera and doocd rate of prodduction of lactate, Docunta

fivar 15 the redl lermentation swpe of the provesy: hndh concenteauen of ki hocteoia
00N Rnctanas 100 m2 dey weight, rgad acdifcatiun [pHE3S s Tosa than 10 hourss,
very Inw oxyyen presane and & high pesduchon of metdbolites such as bsclats 139)
MR UG g ohy warcht Amylolysts tbverrad ducing Llermenatdion s not 3igniticant. nal
poxloct. the pormdge, (s very sed Jue o the presmee oF nigzie acids. Uhs acdity inhi-
Ribs ke Jevalngment of coterobictema.

KEY WORDS: Maies - Lasia awced bouitrin - 3nglalyee baetin - Amplolrsy - Chuesd - fLars 1cels wd

TGN AU LTS O T

INTROOUCTION

o Afagque, Lo mals (Zaa aeops) est teanstosme en plusirurs pradaits purma fesquels Ju pile
fermenede. Ohtzqse stlon an procéds eadremement Tong et tastidicox [1). zette pdle est
appelde “apa” ou “akumu® au Kenva [2)) Togi” au Nigeria [3], “koke” ou Takask™ au
Ghana (4], “rmahewu” wn Afrigque du Sl (37 =l *poto-poro™ ue Conzs o0 il est utalisé
pacliculidezment pour fa prepavedian des bauillies de sevrage (478 de |4 populuhion en
zonea rufales et "R A Brazzvilke] {6].

Malgrd b nombreuses Stdes pintant sur la mucroflore, (ex prodoit ocsuniyues lthéres
ains) que ley possihilités d'améliocaugen 1], cr produit pese tesjuurs de aombissux pio-
blemes: yualitds acganolepliques fres vasiables |7, 8. 9] vileur nuisiionnelle tros puusee
[6i]; encombeentent digexlif, Tactewr étivlegique ds maloatrition chez les jeuney wnfune
[1Q[; présenons duns pluricurs cus ' vne micstlore de contugunnlinn.

Dans le présent tnaviil. notre ohjectif est de détermunres Jes principales Stapes de Ja fes-
nicatation, lincndeacs réelle de cotle<y sue bs qualité iicrebiolegique du produil ot

F Lahanwire de Microlinkogee < Bisiechaohins Micvaswos Faouad das Nzizaess, B JUZY L Buennze,
Braceavil's l:(:nllul\].
5% Lahozawaire de blcnssinap:e Oerre DGRST ~ OLKSTOM, R PRI, Hrozzavilie [Cuaged
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I'smportance de ky déarudition de Famidon au coars du proecssus fermenssice, Ta
connsissunee précise de ' cvelunon des mécsmixane’ microhiologiques et hiochimiues Jes
provessos s dépalant peardionl 12 production du poke-gato pousrait permstire ds propiser
ches solutom s simples. apgslicabley & dchelle avtisanyle. poor étuboyinion d'ua produit de
maileuse qualild,

Nonik avons thine Gtudie s eindnqur des praamztses microbiodagigoes {bactérisx Lictigues,
entérobintsics, tacléiics amylotytiques, levaees), hicchamtques (sucres, whamls, sinles
Qrgagues) ¢f phyice chimigues (pIT, pOs. tengedratuce, matitre sevcbe:) pendaot L pra-
ducton Ju pato,

MATERILLS ET MLTITODES

Miiéew) vépctal - gl est sttt de aiaims de neits sars (et bl hey geavenian Je
nuches de Rrazziaville.

Préparution du “puto-pota” - Le procdde de prdpacatinn du pato pnte par )aelive deo
productinn ietent paur motee dtwde est repedsentd sur la figore 1. 13 premméne Snape do s
luhrication unsiste 3 (emper fes grains b2 nwils dans 1'can pendant 21 kewez, Al Go Jo
trempuye, s geatns de maly £gouads st hroyds an maglin, La fueine abienue cst Jéby-
brew par twmisies & Copn i havers un Gssa oo moasseline, Le lait d'zooihsn =1 necosiIli et
décaade peodans 18 heores, Apeds dimiatoen. la pite obteaps est ise din- au 590 on
lonile € SGUMU-s & WA Fganlligs IendAnt QOents Tumn s,

Ureaad 3a maiy Jean
]

e wgs 2 )V ieas Lo vshidsd pendantl. DL facires

Broyigm ww adalir.
.
Yariznag amide
»
TaElor3ge A UT2an 1 e auzve ur iRl motouem’ L0
s
Raecalt ki en pendanr 3 Geulws
3
ANV Lagw A ETHURIH LN oTn sl EOLile
4
Yoru-¥oTo

Figurc 1 - Proc&dé de fabacation du Pata-Polw

1. Mude des daftdrenee pinsunchies de o fermentatinn du muis est rialisee i cbaguwe ctipe de
Ja prochwetion terains; fanne buntide: Lst d'amidon en decantanont, T codileainen dey
cchaatillons est 1z suvente:

{3 1 Crsns sees v momeat Jie iempags G 7L Gratay apees 7 heerss de empaye - G
13: Graias aprex 1l heuees e tetmpogs - (¢ 210 Grinns gpris 21 heuses de brempage
FOH.: lumne bumide apnes broyuge des gnamys P G, Pate delde au mumenc de L e
cuntation = P 3 File détibree apata 3 heures de décamtitiim - P LD; Tsile d&ftbree apria 10
Tewres Jde décancation - ' 13 Pt Jdéfibrée gpras 13 heures $= deantagoen.

Ltanalyas de chicun do dchumlillons osl réptée teots fois.



Anulyses pleysica-chimiques ¢l binchimiyuves

Mati¢re seche - Chague Sohantillon oSt pest avant d'#rre pus i 1'Stuve i 1057C. Apres 48
heurcs, ils «int selires of pewds.

Mesre du pH Viagt grummzs d'écluntillon eo ruspension dans 120 ml J'eau dislidlée
song broydas a atde d'ua Warcine blendor, Le hynyat ninsi obcenu est Slire <us papser filtre
Whatimgr GFAL Le volume do oyt exvncilh est ajusté a X000 mb avee de Uern Jdistills.
Ly mesuin do plf st rdalivre selon e rocasles Lioct< pin Pleamag e ad, [ (1.

Mesant de la tempéastyre - Eile e edslisee uvoe un thermomelre 3 potnte *Quick Niss,
3y Block .

Mesure s @ peessian i[’a;yg.?ne dissoas - L oxverne thssetr o dhétermune i aide d’un
axraitre ity pe 0xy 1) \WTW Cde W, Gromany)

Dospge des sucres, des acides gras wolatile ef dex aleools - Quarante  grinuimes
d dchamgllon & mutivser zom brovds en prisente de 20 ml < enc solatnss de 2504 Q (Kb
M oun Warr herdor T lomuogéndizat mnsi obtenu est centridegs & 11 GO0 toanimn
pendant 10 mnulez, Lo surmageant esl filtnd suc wemnbgitne Millipore (0,45 xm). Des (-
Istiuns de melanpes de solations de réhdrence d'acidrs organngnues. d aleswils o de sutess
(12 0.8 o1 sent fruibkées de la m3me nunidre ue les échistillons, 20 uf dn ~armzeeant
somt wlers unidyals par chromanygoapbie liquide haute perfimmance (HPLE Theima
Seperglion Pradistt) sclon ke méthinle de MrFeetany or 2l [16] daus les condilions
sumontes: Colonne echangeuss &7 ions Aminex LPX-871L 380 7.8 won, Berad Co
Pempe {.DC apylytical - Delectears: réhastomeos Phishps PU RK26 pouc Sex suenss of lee
alcets ot xpechophstometrs LV TDC 30O poar les arides organigues - Phase malnle:
avide sulfurigue & M dérusg ot Ditré ) travers vne membrane Millipnes 0.45 am
Dshil: 040 mbfmin - Tempdmiunre du bpar: 03°C - Solulions de e pour
(“Wenty frcinien des diidreans composdy tsuenss, arides ocminigques e wlesdsy.

Anzaleies miceobiolupiogues

Nolre Etode i pori€ sus lex crldribactines, adicataces de la gradils hyyienigoe des Jirke-
ratcs Slapes o preparation, fes haclérics lichyues, les hiwtcries wnylolytnnes, s le-
vores cb ks moizissores du fan e lewr impartance duns les procesns de feroxatston.

Préparation deg Echantitions - Subante arimme’ de prnduit & xonlyzer sent boyds & hi-
mogindises dans 240 mi d'eau popropée sedrile i 1'aide d'un Wacing hleadas. Dex dile-
tiong Jdtimales en cau peptivnde Koal prépgrces X artir de cotte suspension.

Mitigux ¢t eonditions de colture - Lzg milicaa ot conditions de coltwre asheex gont los
suivants: - PCA (Plule Count Agar) pour ta Rare mdophle lolale; culture X 30*C pen-
dant 48 T2 hevrey - Miliss MRS gélosé, pH 5,5 panr fes tuweténes lictiques; epsemience-
manl en Jouble couche e incubalion A 3Q7C peaduni IR-2 hewres - NAA (Nutrient apas
arnden saluble, Sipoag, ptl 0,768 por ek bacldios amylol suques; erscowemcenent ¢n
sueface 3 apde de biffes de veqre ot mcubatian-3 3°C pendant 43-72 heures, puar la
wise v Aviderce do pouvowe ionylolytugae, fos boiles 3 Peinr sent eapeadis 8 des vapenrs
disle pendand S 3 10 menttex, §activied omyladviique se névélant par Jg roroaoon an
hido autie de la volnaic MDA (Patloes Dextease Agari acidibié i pH 3.4 avee do

J
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woide tactrique & 0% o additionnd de ctlamtaplidaicu] i 0,3 R punr Li sélection des {e-
vures el dos molsissures; coscmencament o sarface et incubation 2 30°C pendund 79- 11
hewres - MRS-anydon wlditionne de blen d'uniline ¥ 2% puer les bactéres Jactiques
amylolvaques; apres ocubatiaa & 304C peadant 48-72 heures, tantes las colnrues blsnes,
sans activitd catalasique, prdsentant une plipe d'hydrolyse J'nmudon npees expesition aux
vipeurs 4'iode sont comptées - BMB (Gélnse Sosine blew de méthyldie) prur Ies enicsy
bacténies, colture it 17*C pentlunt 24 48 heuces en androbios:s,

Ddnowibresnent ~ Ues diflérents mucroocranismes trudiés sont dénombeds apiis cultune
scloa la méthode do Miles ot Misra déerile par Collins &t Lyne [12]: lev hojley S Pelrt
sont eqsemencdss vec U,1 mi des difféeentes dilutions en raizson de weis Iwites pour
chaque dilution. T.e resulel comespund 3 14 movenae des aombres & coleniss comptdc
sur chaque beile (catre 1O et (D0 onlowies).

RESULTATS

Evolution dex parwmdeves phyRico-chinegquesy

pd - Al zours Jo tempagze (g, 1), ke plT e foctaient: 1l pusse de o i 44 Apres
défibrage a ) eau covranie, & romonte 3 6,4, Puzadant by décanlulion, on isherrve ane pou-
veble dinnautiea Uls repride du pH 40,

xygene dissous - 14 pO, pedsente (v meémes vuratons (fig. 2): ce passe de 3.4 gl 3
2 mp'f pondant e teempage. Elle cemante 3 3,4 mgdd ud aisees du defibragr o bugsss i
pouveau A 1, mgsd 2 fin de Ja decantulion.

e 1N

BpH
HpCZ fmgr)

- ———rme v -

G0 GY Gl4 G291 FH PO PS5 P10 P15 Tempsineuras)
Figure 2 - pH et pO; au coury de lu fubrication

Yenepéravunre - Elle osbe celutivenwent slable au cours du tempage (23°CH ot de Y decan-
tdien (22°C). La différence de wapérature obsenvée entre ves deux Slapes pousegit ta-
duiro une diffdrence dang le pivestu d'uctvité fermentaire. A Féape du broyage, w srleur
<éleve & 56,5°C (Fig. 3).

Matitre seche - La wastformation du mals eq pate s’ newompapae d'one peite de ndivre
sdche (fig. 4}, Su vileur pisse de §6 3 63F pendant le tompage et de 605 i 414 apess
troyupe, détibrage et Jéeantation.
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Lvalutivn des caracléristiques binchimicguas

Aciddes organigues - Ls lactats vomsttve le produit le pluz important de b fermemtation X
SOt des windex acdtiyue et pynpionsque (g, 5).
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Figure S - Tuux dc compusés organiques

Sucres ot alcvols - L vonventiations cu fructose « gluzose diminuent (whlsawat au
cours du la promidre &ape (trempuge). Pendant {a décantation, towt k frucloss s
consommma e! le glutow rests le scol suces préseat, biea g en gl Ghle (g, 6.

Ley concenlraunnz deg pelyostdes intermédinires (miltupentoss, maltohexoas, maliohcp-
Une, meltatness, makliose), cardcténytigues de s dégration de I'amidon sont faitles. La
o retrouve plas de spdiiae m de maltoteiose daas le pate en deécintition (Nig. 7).
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Figure 7 - Evolutinn des econcentrutinony de glucides ad eours de 1y fabrication
L &haoo) ost Je seul alecol idenutid (Hig. 5). Sa tencnr sugments au cowrs du puceerrus.

Evolution des pavameires wucrobwlogigues

Lévalutiun des pnoclpaux proupes Je MUCTOUTFAMEMES Cuclénscs il wousy .l

peaceasus do feymentation est sepréseatie Uy len figires S et 9.
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Bactéries igctigues - Lewr concentration est do 4.6, 107 bacl./s PX ap moment 40 7=
pape. Cetiz populivon aogmenle prigmesstvemenl ad oo deocelle phoee, saovaleus
matrasle ¢s¢ de 2.5.008 brct,'y PS & G2 (grnins de mads (rempes peral.nt 31 henres,
Penddant Vatupe de bravage, on dbsersg ane fate diiation: de cotte popubsieon
20102 PS ).

Pembaat (4 dégimldion, (‘sugmeniution de b pupalacion Gwtique est hos sngserec
RN hact.’g PSY. L'évalntion dala quantits des hastéries lactiques est o aceved avwe
Iraditication du milicy ¢t la diminnnen de bs pression 3°0s (2. 2)

Lritrobaciéries - Leuc éeolotion st contiire A celie dos bacidrmes larlignms: at arirs o
(rmpige, apres uag augmeclaten rpale (da (D3 A9 7. e bxact g ISy, Tear mizehe -
eroil justu'i 1,2, 0P bagt. S PSO e augromitation de L poplatien est alpeesas o
dpes heoyage. Peadant la décantacen. cstie population snue aves fa bacsse Ju pitosy,
a) ¢t ['warwoniitwa du nombre dex bacedaes Jaenques.

Levures ¢ rrolsissures - Lene nwtabre wo moment du bempage st respoctivement dy [ (°
ot 1G¢ par gy PS. Cette wicroflore dizmnuws progressivement «0 disparaiz dans {a Seeoe bLu-
mede {1kl Elle sréappasuit du couns de lu décaatation. Los levures deviconsal whoadunids
dins |a pdte apris § beurss Je d&ontdion (PF) o decrotssenl enyaite Gindis que lex g

sissures duspariissens ulténeursmend,

Flore amylolyligue - Ells esi ks hngpaortatte uprds T heticey e trerupige dles geaias 1005
mali déeraft au caurs du teempage (5, 4,105 ) 1,9 103 haet.7g PSY. Peadunt ke diuedu-
oo, Jeur nombre. élevé au départ (PO diminne dgalement par a stute (3. 19° 4 3. 4. 1)°

bt ‘g PS:.
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Figure 10 - Concendration des tnicruvrpanisnies sy lolviigues
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Une variation de la fermentation alcoolique a lieu lorsque la levure est en
croissance en milieu alcalin. Dans ces conditions, l'acétaldéhyde est
oxydé en acide acétique par une déshydrogénase NAD" dépendante.

Le NADH formé dans cette étape est utilisé pour réduire une quantité
équivalente d'acétaldéhyde en éthanol. En méme temps, le NADH
produit dans l'oxydation initiale du triose-P est utilisé pour réduire la

moitié du triose-P formé en glycérol-P
2 glucose + H,O ——> 2 glycérol + éthanol + acétate” + H™ + 2 CO0,

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

Certaines fermentations peuvent étre dériveees du cycle de I'acide
tricarboxylique ou du shunt glyoxylique. Escherichia coli, Pseudomonas

et de nombreuses espéeces de moisissures sont impliquées dans ces

fermentations.
1.1.2 La fermentation lactique

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

La fermentation homolactique est réalisée par les bactéries
homolactiques comme Lactobacillus lactis, L. bulgaricus, L. delbrueckii,

Enterococcus faecalis, Streptococcus thermophilus et Pediococcus



NDISCUSSION

Du point de vas physicochpaique, L Inastormitnee de mids su prate-polo s fac dans un
cavinsenenxl aride 12,55 Une anipe caracténstnne de o pracédé sat Minsaltinon
Ires apide e vondifons wiadiobies, ducs protshlomeat v be consommition Jo [oayialne
digzony dsnzs V= pie Ja miontlore épiphigte. Limstauation de amditivns J iadroliose
el ' acwilé et Un passntte (paiant peuse aanprerss 'Seolativn des populalizne mi-
wiobienmes. Pur alioeres, v conditions gur song pashaulidrement plas macguees durant Ja
dfvantaivan hadurent wpr activig leancatairs plus intense loes deoor sfabes Co ling ext i
profvitlencal & nne medlfeucs weeessibiste Jb osobstrat Gty mensllens i b aaite Jy
broyses.

Ve teaperatures sdiscrwies auooanus do trespage (207°C) et de Ta Sheantition 127 Uy
aeftrment G ddidecaes dacoend mcrobieans entie g Jensy phases, i Jigysutdin -
auilantne des ruvess Cusllocis, quasse, (Thaow ) ext weondhbire, enmme Vindiquani
Dacschal ~Caf, [ 12, 3 Gemaluplicsiion oy mDunxirgaiismes.

Les quithilds d= polgastdes nilamddenrs. quonye e fblass, osdiguend use cortsine
activied amvlolytique  Catte I3graddicn i ne paeait pas elee siguhoatve, comme 1o
canlirnwent jes resultaty ottenos pac Mbugaa Y], readz cepondunt suttisaate paun Ly hive
v des swrox, cuttsbhuant. seln Oteoy Grang ot Aonge [0 Jes shicrs e
Ciogsinee des (Muynx o galismes.

. nombre tres Clovd des Taetdnes butiques wn aiars de la déeantson nontie gy’ ellex
coostitugnt 1a Hore danunants <t inpartaie dn processus. Doz nbeervidions sumstaires ot
el avalement rippertics e Qdunla (T3] 10¢volutiod des bactérics lactiguss tradint la
ditférenie ' sconvne au coles des epe pbas=s. 1y pecdominamie J¢ Lachine ot 3 wélide
rrodant b cranignion Sonhywe Srafemzat Pexesteacr Jus denx phioxes,

Conlrazz @ ¥ oz quiiodiguent veues gz | 1oy UPL bes levures e seanhlen) s ro-
presater une Thore peipondearante dans b= praaoessos, s kear wishe eostc imessiint puue
Fardins o o godar Sopsodut |1

et peasdutl Dozl ppotn pots et s seide du () de Ta prdseacr Lazideg mgimngine., La
ovaevamtinn trey Glevér dus haclern s lachiguas ext en aovue] avoe Uimpin uate acicil s gin
el easpmsable e U witihilam Ju dévelnpymment de L flore inddmadib el que les entéeo
lcténes. Flle priseryr done st aliment Se o cnn@anunedon mic robrenne. ey trascoun du
Mimele (3], e Okator J16], de Mensdh 118 e de Adanme ) 19], que manheat Glie
Tacichte e L pdte ghmie oy hucznes pathogencs comme T catlrobauiénns, senl v
acount avee Joy reaaltats abtennn, Mburm o o, cnt Zpadennat montie qae fes coliferaes,
(res abontotx durant les 24 propueres houaey de Jaamottuaos, deparaesent pac (4 Sute.
Les Jartalacilles. desoiayy demivistss produient sultmomment Jacide gui entrve Lo

"multiplication dex colitormes,

La edapprnilion des colilmmes ohserviée oxt le rescltat de reanitanunatom = grovesmimt des
manvaisc] conitions d'hygiene dis alcliens, dox instrone ats de travail e endin, des oa-
mpsulatcaes, cinnme e sianale Rowdioul (21

3 perte unportante de matisre porndil ftee a imipine Je Le diminution des ¢léments no-
(rnls o explicjuendl of pacis o paterete du poto-pota en protéites cat lex envelipies ou
les (gminents fichee en prothines unl St cetiees [9].

KIBLWOSRAPH(F

I SUZINRQAUS KL, T RN RS MFA2RSON O 8  NRLLES L8 GAYITT O K Hixdboeod o)

(i s Lonee rian, beandr s Mirndach ey 2zpz« PONG o0 90 Kaes) D2bbar Lye 0N YL 2nd Baneld

168



) ANINGEALA ) O ROKENEDY LW FALHION JA ~ & Inanbey powedicns for peanr e of oy g
Niaesa fonne b ol 1 Fownl Sai,. 9B 40, WS2) 1326,

[MOANIRRELE 4. Favaeaintina fudai oa cuiee hu,ap e prepesosan af o (csditisve’ Arn o gaarsy-
e hesl 1L Seil Agriy ., 19X 2L E L9 A28,

M ANLOAIL A MUTLLER (LG, - Staslies o k), o Glaon fenozer sl soars porridys (oo ) Az
Scb., it a0 ud 0D,

]3] SUHMWCISART Fo oo YT LT - Fovca ir Pesemge ol ohe Raple, Pecnenug aed drzizue e wnberu urad
TR N TE TTR TP R ISR S (TITLNRU RGN [T W KL N S B9 I

] TRECHE S, GLaMAitCH Pl SATEON G MASRARIEA 30 Lés beodBaw & avregs ua O g oom
darl i, v lan sy e el wec il d st diat o, Saates puomiea noertatiorab, s v Geras, Mioaupel
TN Monendans 1N

PY ADOMEFIE AL, IO ARSS L0 & - S asasanaienl of I oniinfNe YLaz ol 2 ¢ e e SVY i

el p L L3 wagrnng Rl N IR, Rot fo Nl 9T T, ) 7T NS,

(RENICUAN A XKD Aloasiol wad Foichersnd specte of Ul Cod A aa soee . oval peradg iy Jrrmee.

Bt el wud Nz edreer N S g s dicatna b Yozie gsil e tene, PR D T e, Contedl Uzaveriny
J4) Dok IFR m Cipdter e due (OG- oot i S I iar o s Inpd 3o <ba et on ™ 3 Tpvy e )z,
Aice Je DO Doeci s o M
IO BRAFIWAALG D, MALFEH) NS 34w ANAKRG U DESIRACRAR JLS R AGFLLANDIR 0 -

wlfs e i (SE

Dty owide as o lirstiogg S e qotpea nae a peosstand Chodezn U - Sl oot mand Boon o
Cul B00EU e e pnan, T Teap Fahaces, PRSTNE ( RY

NI FCRAISS U FRECERS RGO FICHIILS T L, BFEE oA fobsd vceovtg o, Siaargsrc el
vosthie s (o3 wiv s inensp cab Cxanet s e e d fndn Apny Healits ASS L Wanhiapton U, I b, Ladd
(L2600 LN CULULVRE P, Afralsiodegeal rseaeds il sl g Bate e or s 11 g, (9709

(EX) DACSCUED MAL FLEMING AP MCFROTERS HoF. Mixed <ol na lennes.ti g @ oneswibiar jeis &
wib ol vwosiiize plgcanes amd yeesi, o Frent So 1Y&R, 33,480 ARdL

(1) UTINGAY ARG X, ANTHCNY & VO, Bicether oo sudizs o fhe len ‘e mation <l cirasaa e

e

woiaatane: Ped D o Wadechien,, (8T 30 ERL2GT,
ORTHDUNEA S.AL ADCYLLE & - M xainapival vhaoras duaag Cos Inahiiz ] arpdectivm s 2o kak e, )
Wi e Gl « Louly gracl 1 Svabn IR S T L B Yot

TIaf CAsA ™3 LN ' CeLl (0 - Sradv wn case s e e foa-fea povaistion, Jooap =0 B ot 19K,
Sa. 1),

JLTY VSN G ik, GDUSEL SO0, Charaebnenibim see Cidnnden ar Dol s hedlvne 6 Lesidvy
foress fLuna Caies i n poecalaes ) An Recleaal, IS0 08 (45 )81,

(ANIAMONI SN P AL, FOMENS M | DEASCR DS HARRISUS T - Fdeer e fece gauaiion o Ul 00
iz e em dbe sazemal sl o Terdivat of 4 alomess U 0B eet S aees Teans, Rewved Soes o Doe Taop
M Dvpicne, "AN K2, 835 14

JIOU ALANME M R, HALL <30 - oot (ehadiion il 2o fadise xdosse- Top by 10 g nla aig
Sreie s wes, Lxeen, ) Gens! S Cezanew,, JURS 330 28T 100

JI] MBCNGU A S0 NIEKUA J0 - Anenensk 'l poeperae 07 fermented e e w meaczan el o
Tyt rvign Poods - Oiedlity and Waaian, (FS. (523 4357

{2 RUAWECAND VLG %) BARRELL WAL, FTUTCBEAN 4 G Baclerd® s raniaguszg Lo dzabhin il

Sainadae wemaig toneds, Gieneat, 7908, L LA 3N

RARY

169



121 ANINGBALA ) 1) ReESEY LW FALRRUN J&L - A maioion precidinie for oeed e il ity o
N s Boneded el 1 Fool Sei. 9B 40, LN2) 1328

(4] SRINRLLE (& Famazaadiens ol o0 G3swe shlnap e poopamasne Of o Iegditivaa’ Afrs2en vt b
vake foal 1o S0 qQtie., [EE 210 E 9 425,

13 AN A MILLER ILG. - Siadivs o Kok, o Glamad fenzaor al qire gorridyr Cleom 2o Aany
LTI IR LR e

(5) W CISART . ofx WT 1T - Fvoac s hesezaee of the Runly. Preosong aed drgiag e wmhewn grnd
S aANnureed vafes, Fiaxd Tivhe-l 8 afca, 19 1L 24 27

o UWECHE S, DIAMARCH) P GALLUN G, MASSAIBA 1 Les teodbon B2 aavezge wn (o ga wom

A.\u:f.Ai‘,'-:L wulear AL L O aer QLIS i nn e Simes joo mden mierraborgles voe oo Moo, el

L Nem ek )V

P AKIMRFLE 1A ROWAARDS & Ar avaement 30 1o wesi ey vy ol v oz 0w migla:
Sevped b L 06 Q wenarang Gand oy Masnr, Ron LoSudel 1971 Lo 1T INE

IRI MG K b ol Fonemassd sspest ol Lo Fa Aty coneasal panndi s Janers
o, bnd it crdtgever s rrewd e disiica ez iCad tmetanes wn 00 Tasia, oot Uzgseg i i
JUEDGINARR ML Cigde v 0 ey e Toaufioni i 6.0 Gés 1eiinr< e aduecation <1 paane o™ & Tosw e |
Ao e de DESR (lwersnd o Clienpelt oo 3t 1242

fLO] DRARIIVSARS O MATFSHI NJS L SAEVANRERG U DESINACHAR DS R MELLANDDR 11 -
Chicty b us o ey e Jor el wia: . orzateoy cndren Q- Sk 4 mnicd e o
cotadeenn e oo, Teap Beliazez U UL e (R

(T FTRMING IO MU FRES LRSS K GO FVCHLLS S L MRV P et ao a0 s0s, Saarpe ne 0

JIESCN TSR (Al ] SRR NN Saal cxsiveinvr f foandy . Rae Healis A5G, ‘f\':l-ll-llutx‘nnu IO FRRTE PR EI L N S

112000 NS SO LYNE Pt Aisrabiadeaa” veaeds o il v ieesoc in 18 eafara, 1379

(X)) DACSTHEDL Mo, FLEMING H.PL McFEITERS KoF. Kixed sell o dermeazinn o cuce e Ci 2
wiik daeta e izs szt aml yegsts, b Foand Sel 25K 35, 462804,

I UTINGAOYANG KO0, AMHCNY R CC, - Bitelier ol mudize o oz len s mialion s vinsusa oluaie
rvsanmit PebTa, Aoy Panecheo,, 1R8T 3 AILI0T, :

NI UDUNEL §.A, ADCYCLES « M.oiosiomeicid s hauess duang s teabienzf RGN IR TED RN A YT N N
oAl o Crmasned s soey gl ) Cwand son 1SS0 1 R

FIn] DIRAIRAE IR S0 ELET - Sty o cusee et g e Lo five prvaction. )0 A Kiwtsnel ., (9K
S&. 0],

JEF) ONVENWGLE i, ODUNFA SN, Charabawatn oron COmboher i Byl el Beelend foopsidva
Preovor Geacd Canies e w porcaied ) Azad Ruddenial (990 &R (45 18,

PINVENSSHE D A CaEINS A M, DRASCR 0.5 . HARKSUAN T - Gka ot Tarambica < Cilaa aa

ot clen 2 oo e vyl sl aad fenation ol 4 womaz of Serha Wonee i, Roet) e or Taap
Rlswavnee Hvgicne, HH, K20 835 hlS

1O ADARE MR, HALL C1 - fhawih mfehiGon w0 Do taie padisssns Ly laobe 3o wemiz bonty ald
e iz e, Ceerns ), Bord 5oL CLeaaneg,, JURY 23 2T 10T,

[20] MOUNSUA S . NIENGA 1. - A muorabisl prvgeeaie o7 eemented Bpose w mearipe Dal, we
TPy A Fan - P and Nonvdaa RSO IR A5 47

£21] RUNLANG Y ri kY. BARRELL R AE. WIHTEHEAD H G, Bacledy’ donzamiazuss O (% ie

i wenaep (Qeds, L, SN 4420

RAR!

169



PUBLICATION N°6

170



kP
e

MENRORICIANAE « L IEATS - NUTRITION

VoL M Si s

FEVOT.UTION DE LA TENEUR EN COMPOSES CYANES
DES TUBERCULES DEMANIOC AU COURS DU ROUISSAGE -
ACTIVITE LINAMARASIQUE D BACTERIES LACTIQUES

Ly LOUEMUE %0 AL MALONGA ™ NC KOBAWILA C2 Q0 MAVOUNG O

VY ANIGE COMTENT OF SASSAYy TLESRS THLRING 1 7 NG

PN A AR AT AVTNTYY O LACTIC ACH) 13207TERS

Sonmiyrs

i haners tegdgom] oretang s o tubers dekaxatizatoee e e caornde
Cradenl o dasead vy sinse o 80755

Curng retting, PR owad diselved ogyean prossioe of wiler drop vipscly, pequesieeds
o 12 o At aesd Tromn 300 00 G RN migd] M iwevsr, pil oot the acasrs Tl Jess e diy
rerohaaly hocause 07 3o burder offor,

Tl et plevsicn chennez) cnaditons an:l seening ol wines sl Sailibiees de e
tervcen the loeger wed e v sacis des sweeng rrerpensabie o Qs Jetvd-
v sm whn e swhade the b dae

Ly Jossconcencoaa bl b cherdimare ol ez i 2 et booa e e v

Jiee e e oteoks and sabeegqren s e die sanhtes

R T TN [ A AT S BRI U

LR T L B S T e S e S I T 1L XTI EPR TR 1Yy [T

INTRODUCTION

faes tubercutes de guney cuoatitgent &aas lex pays fropiany un alizead Snvreclizpie e
s | 1] Ny 118 conticonent dos cvarsglacesidex 2], paoacipilenent ke hitiacone ot s
Jelanraling {\l Jats un TPt de G307 l‘.: Crea CIIII][?\H&I,\ C:fil:l\',‘gt‘:!";llil\'ﬁ |ll?<‘¢¢d\'l1| un
SouCaner el sont nsprah s e la axictte Sos taberctles avn reuiz (5061

Prar limmaaer son compesds eyunogenngaes, les popuitlcons din Congag pdr uns explionie
aernuléy ddepiis Cor oMy U ACIens, ol ceenurs 3ol sl nossage Sans
et Celte dlimuahn se Teradat e cnsersum ey Czaneelocosades on s vanchydne o
Gl Dhes [FL Corae pratogade peanct, znooulees 2 eehe st dy s <INl e
PIdEpen deaunpueis noewyeaus goi deanene au Rt FIs Ses carackiestigies v e
anlepiyes (9,

Pon pouvozs anglierer (et e thes predoos i et envisagee un liacosenl ot
thes ruben e T esCagpaia téessanre Jooduetasmier Petl tacite e e oy ues anees-
tat-deny B oeadacrnn de D teeear con oo posds (vaoess dUetishn s mazichene g ues

Frongses e processus ctde rrecrae e imvia Ly i on et

P e

U alie ven Saer ey, Lo e v WU oaogelane of Paowch v A memacag: B STE R,

L D R

171



"

Si paancoly: J S alor unt 2 coumacrie it L aembinne do eeosssage (9, 0L Lot au
phemnnans de mallgs=mens [ T 12)0 ke cempdhensinn de Ty ddtmivatian sosle e
QU TIEA COAbA SISt ot aaettag wracius o Tt e haies o ecanene de délosea-
[zt e (=l mlre Teienec AT I

Dans o prisent baeal, mros avors édid Cévoluimn Jepll, Je il prasaen dinvyeenss
i indice de poenélmmdtns Sor wacriales du manae st e b leaieor suoxanipss 1ty
w3 vowrs Ju ossiye bachsene =l piar t2riee de denaur Ses mdani gles do Jdieevazetina,
Nous averse e sl . ol fo casaritd deoy bosiéoes Bnhgues o prddaine b

Bt
SMOATERILL BT RETHMINR

Nltciel veetnl - 1 =st v adn e toese e she oo, S it cniie alic mm e

Nt_itl‘I -1,

Jovoia]e

P mess mreyadant wor dhacanane S Ay alisens o 4 kmy 1 merd

O P T A ATy S TR T TN S O O T U P T BT RO I IRV ) REYY P FTOGRY UIPRR [P PVt

oe oo

Noenbation el praesvnents L2 dehumanas weat piaces pondatt $ oo o des date
crnbetmt 2 b Qheau da pan o nsenicare ambanta 2N - 12700 e pdl v ot
o rralidn b [ pulliesge lodtes Voo L2 hwws e [LLHRYS Ta Geterrination das CEEeNG

fu(Uoot | FYd (P

Déteomination du pll - Scixaats crwames de Oohsnom msle manios 20 denmeatite ooaad
Broeds e Worine: sleador pors bepoodnises Jasy 136 b s JDiseliee wenle Ly

hroval ot s aer papet hloe Whatoon SFOA e Y oomy de diamiste . Lo pHodu tilar s
da s o e Crevsert DU Lo ddfarauaadea du pioc Vo de meanesge

RN ITRANY

i pinig Juaickatll vede L ed e les asrneey comlifions.

LB EVRER

Déterteeerfion dve Ly perssinn i oo sioe dissous TTOC Lo ket 20 voeein. dine o

e det=mniedn &oparta Ju ™ ol dheau Do oreceeanas w0 Uailde e ey s dbepe U

WOV Oonnany)

Ofrerneiten de o (e cyrapysts Cydands - Los ann Jo hnanazine, s spenoadnnes
Aee Crapures hceg soal LAeman i survanl b e oale e Coale [T mod oy

(=N REFN ER (Y

Déleriination du ragodlissement- Ldisn de veonlissamen) #0 azpeiad prac péadtn-
. e pdodiianiiy aiiliee e deotepy PRI Bedling e prantowele sxpeemental
rmpase 28l Selun SOk par Antpe et i |3

Ioleoaent vt idenuhetton des baciéries lachiques gt QE tamarasigue

Pedpaeuiion oe fa suzpension-nere - DX moceius ile faherciies de madidg o wees o
ierdisagee raad peclesds an hesmd 2 décuepds on s S Sisvante UETIes SE ek fe-

UG alGY AR PSR ¢t Annieniidiads dines 3200 ml JTmm popeade seiile w e 2un
Wining “hankie. Des alilanien

susponsen 22 G0 Loy de ves dibadicas 220 mpszraenes sur foe ditféozanr- anbeoy Jde soltags

saleciandes cn ool Protonee ~ant iu:‘}ulni—.x a P RRENERIR
re Iniite de Benrn Lensien Jo e ledees e did i,

Milicnx o Geneditians ar crdeneey - Vas ol mex o oml condranns de Sl of YsGy mial e

siviate = PO e Comne Azaes poag s o aieeaopdode Gaaades celinee o 2070 pes-

172



deiz 33 72 fmtres Milteu MES gloss, pb 30 pour Ies baclenes Grootspies, epsetnzne: Yy
I

et of double cGtohe O meudten § 334 C pendan: 4872 boursa.

{xodesnent er fdentifteaiion - Lo beites seal erspcncios selan b1 mdthods Jdo Miles o
Vst ettt par Colling 8 Lery [L7] Aprés oultorg, des onlonies, pirlevess au b i
UilTezzale wenps, cqant prarilivas o8 smniszs o diffdenis s pigssodieiques o i
aqgues Jlideaticicwzion eden ok mothades désenes pos Hurngna ¢ w2l (LS 0 Lok
o5 Pl Soe o pixulians de cos lests g S sl e 3 upsis lahanen o ol

GiCn des seus
UG s S e et cadigzen A

Conse Ation oy soieees b emerey L olmast e sonn hen dsitlees =ad oannee
SR L 20N e el odonl sidnils s i Les Pt oy ot 2l ofiag ClNCEUs s -
B J ’ 4 ‘

eee MRS Dt it 150% o U budtames sensit b beosent en trep

QCrzs contralus Jeny Lo
Svitas siCa ape sanplomenid aved G droenant Jde levarg, L siaachers co stoek st

afrsdmi apees Do ams de mxlogm mp Rodd e e neopee.

Determinghan e Vactised linemasasigue e o <telatzreiaee welin Lnve nde 12
wrile pra ONslor o Tpiodir 7300 Cave eelihels zonsiste 3 fabe iz Povia sazynuinigue
Gcludies sue en sudsteal. 1z gaerd pirupasnel B ghieoside C8NPG 1 dars cnoimpan ohae
phane & pIT R 3 eeayre GR-D glucimakasiod pooceagque T repeare de o liaeon 1 du PNTG
en duanaint aee mndeude dEoxose liben et pne melecehs de opacs pitzeehdaol (PNGE
abwarae o @0 430 g Lhieie sl rechereade apezs cnlinge ey souches hacisrenae o

teseur w2t MRS zellebiose. Coounnet o & chos, cance suiabat pous irdonc cher e

et #37ms Lo syrlhese de o beartnee e =of nne 00 elerosaidiee.
A 1 p

KOS TATS
Erulution du pli

Aoy ot neLEsEtE, e Ganmpnoeoen RTINS 2NN R T IO STL pade di !\»I ew) abesvee

Loz Tues vebincil ot wralydn S hpns 1 Cop pacis e 702008, oo b ok

Ce-teaL:

Ol Lseies)

rH
- e
—

-

s iraaren!

Fizure 1 - Esotuton du pli iy cours do couissee

Evolurion dela tenrar oo awvzene dissaas

Fa prassior dievegene shesons IET T O U ISTTS PR Y B 1 | ISR SRS () PRSI ANPIS Y § DR EETENPEI

hedsss, Lol valeey (este Jonstante s’y 13 fin du nadssae e Crienss 2



Tesips |Hoeures;

Uipure 2 - Evoluiun de la pressivn d'oxvgéoe dissons

fnlhsseent

Ca ceche d'eonon Jo ke de pendteamstne qui saractiion i suonlliscenenc val
fopréecide w e e 1,

Lic dizgrrirg monige dean phasoz: e plicse e Lo do 24 dudies ot aowe pluis e o
nvdhsseeent dos tWhercules woparir de la 24800 buene Jde Germrmaden AL o
fovie, Pimdias e perdinaniins Cal o 000 O coemsspord 320 sansllinscrns il

-~ T—-
.« ‘

'

K

J

<.

~

!
| IR

U 12 24 38 & 6) 2 %4 06 TGTiLG (hedres)
Pigure 3 - Feolution du conoellissement des tuhescyles

smporkal.

aese

-~
!

. .: l.‘I
" '

feciice de péayy

Concenieatians e corirsdy C¥ibx

Uat bemeur wolale Jes compveads cyandy sl les winercglas fas ess e LI pp
L vitosa de dfzradation des 2vaeoglucuades auymeale @ potr Jo loseins s de
retesdny . wu reanend ol ke savallisscmen! =Swad mpe Au bout S - prute de T2 rmentiiua.

e tenentr réaiduclly et o 9 ppih, v gur lecadait i CORRN Lupua des Syama e o

agnnier o eoneraliee My .

R cyonures olays

M cparures hcus nf
eyl yines
Coyanures ey

(v

24 46 73 v Tewrps lreres
Kigiere 4 - Feoluttsa des trnang en compinds cyands

(g}
14

174



Lo cranune lihee at cn quantité infrae, Sa copcentrafion Re vace pis de fagon sipailad
tve pendant o procassu: .
Iy noders gnz piheliva aprnsciabls des lenenrs on oovnpoecs oeands i W hin du

Aoz,

{dendifientian dis Incténes Lictigue

Ay vones i reanenie, M oywcben e Farteriss Rtz cnl dte eolees ml e era,
Fllos qepneztomme et sox eapeas stavintis: forteacrcws Incta 143 wouches), feacwernatoe
meveaieriide o1 22 auchesy, Ladtedviend g Wansiriem £ shuches), Lo indyied iy presa

Lt dhoy O R Iey aty e § 2 aouchinkd,
Ldentifiction doexs bactérics Jactiquis prodacteices de Gemucise
\

Fasme les souches 20 Caliedies lacikjuds Posaidantt une @0tvile limemagastque, an meh: 2y

stoichicsc de Fecetinya e acten, saott TR e -ane Foy sailées, (9 siaches dr feveosanse

eyt dol, el 86 %, Loy de Lokl planirgmwns st 3% o ) seaae Je

Cezomocnlve ape PTablesu Te Orcdatt cpone aclever Lo peopsntasn onmme bz de Tz idrias
Bty avant o o de déeader o Bnamanae. Cor iadgue coe Uéliminaion Ses
B TR, ;-,;nm:.—ri:]nw: R N 1 N T T A IR S R e | pur‘licq qne agciner ales YA BN

reeriznt o,

Tableaw |- Souches hueléricnnes proguetrices de B5-gluensiduse

b SARTTLA B TR PO N A I Y LD TN GO S S

O R T S A

aeaetins e Ot 5 -2/ Mol VLo Al LITEL Elee
FSE VRN B AR Il S =Y
LAArEAARATIA ez
-7 2w R da
LA QuzTaS5C.5 ‘T.‘."’FC.':«'@:P{-.'ICG
R N PR | (R L I
lLesctebmer i lun prucin-um
= i 3, 2,03 x,nd
Lavlotaniadine cp.
“ PRt -
P

DISCUSSION

Lo rollasnae =~ cooadtrde o dine a2 piysmceeelanegae pan une asidi Bealing

pragreasee = du mnhieo {phl 4,5 0 a1ans Ju s 1oy o Ue etausitian Wi raprde Jo

creAdiinn < anadscha tencbie o oxveene s taible, deale a 005 medd za e sle 5102
Erures). Cean nédsultals foml en accenl nves ceux wdiques dane L hedeators [%0 11, 25 1
o Lt e ecdsben a2 b gudaense nuini G den micmy nrganzeioes deagnebies <4
pradicteses Qlacides organiquss (D, 221 ’

[a teneur wn C)’illll.‘l{lIJI'\Ni-‘Jl’.\‘ oy nctiey movhamenrl peenlides est de 430 ppm Duns a
Ltbdrateoe [ 230 200 230 our tetvuss et e fonciion deg varidbzs cudices wntee 117 #(

-d



38

1515 ppire. Selin lex donndes obrenues. le muissape taditinonel des tuhensuies do manae
dans Ueny permet effoctivemcnt ume edductiom wgndicitive o oos teacurs, 1L est i un
pProvddls teds eMivee dans I'éhmination dee compasds cyands cadnyenss tes tubsroules de
rpve Nos résultids contirnyent seu nhlenos par Aphisr Erhe 07 2l |25] solvoy Jewqouls
lex teacuns co cyanars passent de 301N 1 SUZ g 2 1357 1 14 my 1TCNS ke

NMalgre Fabondancs des gyt cHoctoes powr T ainnprehzraon Cuomdeaaisne de o G-
wexicatiaa, T ohmaatizn Je L feomanse, prncpal compesd Svanoeedsizjue, se Gl ~elon
LI I aEE A1 et gER Surboven s Selan vreesiny ahicore D264, <et b pH sl ki
3 paadu o Gl s cnes Das ey RHCECedonx e e coes de e Termenyialiog

il peaeeueratt fo cHivage sprentio: X e T bacieima Vi de oo eeiews SGost rea

hhan xopil 4o Cepentlnt. dantecs expdooveatate e enomesmend due 2 JIReucen

do plaugmcote b atdsiled de b crsociydone (200 130 28,0 D)0 tienea! velle Iy
grotlise vl propnsent ez Urdrolvee des eompaosis s sect phnacdae a Cachion Je
Lionmireses Packinerne <t ediatales (3050, 31, 32
I pasadl vranemhlahiz e W desndiceen dos compings wyanegennics al s Ju
CANEENTG Yo Forait solon doan, U PSS e vamplélant dans Ie tuiepse T an jren e
tarnpsy by glicisales Conrugeniyess sont bydielesls aecsyanohvdnne pir les aamzse s
e aones od hacoenoes dort Copennm gyt est compins Oitze o3 e Y033, 14
A0 30, NI ] Duns e deusiine anps, (e pranlugran uns heeslvee spuagia-
o Jus SOISCR cvancednites 3 0 de pit 030 A cotte Sape. Vachine des Jinam
rzacs i) e imuse o misan do leur inastivation pice Je pl] devanu trup aside.
Lex caunshydrines sant & lour loor dédymddes spontariiment vu par dautres aezymes
comrne 'hydroxyminle Ivaxe (41 poer denner ekl eyaahs Seigu.,
Lus tiux d'aede exsnlivduque precart sipres Brdrelyze doy plocesdes » YA R TN
cottdivhmement iri Jatblex. Coat powizalr peovernn de I orlaaDEaten spontaonris &
ey COmposdE Jos fee furaabon, lenr tampdraters 43N siiaa Gantale Sa, 800,
feacancsior soesentesinds g U Xy oy Savd porlizipent o processus du détin i
(30 an cedrs de T proenire Sape pony Inde casns, Cos hactfes aueesiidngnl . Jomms
enus ivors mentre, L owcretinze nawitaine des deus prenuces ok Jo momssagne (477
clize N0 NSRS & des morceninions s Cevdes de cyanures (pius de MG ppm de
CN A5 o progortion Shevds Zo oo a2 -, oognme Puodsguent fes nesuloets nbleo,
Presente ane adtivied S-elicasidasigee.
Lo detoxivation serat Cane s & 1a2tion chngoinly mins séparis dam e wops de on
zymes (lesniness) ol du pH. Elle conmoaes par b voie srermitique of, seite
'ibncsestion dos earvmes impliquies par Ja dmunution dy gl <l s ponrent par
Vaction dex uades arpunuques ésalzant da iétnbulisme ey baciéeies lactigues. Fle
expte. Pz aillcun, yoe le ramollissement §oit 55822 avaace, aelremnent Jit que les tissus
soiené dags un Ctut de déeradalion hes proponede. Eno cffer, exarnen oy courbes
eatution de Uiklice de pdachimmtiie et de disparition ¢a cpmoziuensides révelt qur
G phise 3aeedliation da oo’} zsement camnerds sves 1a phase acedl st de v

L& d'hpdest e tles cvaachydrnes. Lo cmnZoasenmnt guy Jébate 3 a 380 hueons s
Fathon de plasctia cndyroes peclipnlacues cadogtnes o hactsvenaes somme la polv-
eabseturonase, lew poctabes ot pestines Jpiews len pactine radthylesodvases (44, 45] va per
MNZIIe. aprdt Conituctian des dractares cellolsies, one msillenre accesabdied des -

Avines dedrgemdacen qux plucosides SoeiogEnnues
BIKLUSTRAREIC

IECEX T H - Carend: o hozis 20223y wan wea iz hgugs Siicnee, [R32, 38, 788

176



12] NSRTEY T - Steddic: wn catzava Muenies omsraie Byl GO sagceaesii tie Tussyadhants ol v omoas
end lamnesndi v eo ehadnled sy, Hayh=kanusiee, 1A T, TR0 S 1T

13 DUNSTAN "R | JEKRY T AULD SJM. C_\’lll.l:;cl:us.i Spltad s ncen e e 1 pbaessdus e
i, 2 Lisevo Ao g tnd Yok alZtcieen, Thac Ry s Covsdey | 306 2y, 52058

[4) BLTLER & W | BAILEY RW | KENNLEDY L.D.  Sicdies on Op pucosidaw “baccaase™ Poylwle-
MSULY L1 I SRV LZR N N

I3 HOWELETT W P, BRUDAKER G.R.. MLINAGT NLL V. ROSLING Lo 2 2 diderus o wndas n2 e
Aeatasd Mzt e Tansonee P 39000 B33 10A-T Y

[N NIDINGE N &SSO Y 0L POt TER NoHL PSS H - Corsenge onx Byaw isen Hiticnly g

comd avers o omhees Lot s g ey plonlfie] TN eengl I Man. 2 S WERSTT Y A0 RESTLY

Coomme wien Vo

Vel brol(l e new pVETEN

Lien o Mo Nepnond! fealieod o

AR B SRR Y] [TETR B S K O

TRl AL A I A S e T e I T T P R R e R R N

L9 AMPE b AT AN A L TRDTIIE § . AGaE

Ao A rate I, D coiaen e s

e supetnnzaid erce o waile ey 1 S Faad e PP as I8

IR ARG N TS a ROV T = Sngias on :lll\.'('-‘ll"k»,,".’ ol Liidata .".‘K'JII'@ el NS ANTI]
U T HSUICEY I R 1 DY T A e

PIpE o 2SO E o BTN EFA SN - Mdusdeabi o ducias om v aiavd feree e e T et e

(o Doewd Moo ey, 1838 8 123 103

(I DNYEWS A E 0 GDUNEX 3 A - o coedusn and Eanibanos of Loa. wonl docicoa o casas
Srmomateen Jusng T AL S Ay Bectaacl, SO0 R S Y

N2 ANER W, RECFRE & REBFIT i BRAUREAN & The ole wl’ peainn deriadoor 2nzense deang
CRitave Mg, w0 ALIKOK RGRED X RRADM AN 1Y CRIPFCN KO TRETHE fsodao, TaousSemam o
whineeawine ity aesmex | Clinae. URSTOM. (995, 331 Sds,

[Y3) BLADLAGLT EONL CDxnn et <3 ety s e Ly gepers sy youside onsoal v f 22 TG 23y
e dpe oy epheenaidoms crlael s g fhen, Tenowbegs Leno, 1982, 15, 258 2
PRI GKASR P EIDPOR MK e conind aesde cown of Enz e g cnnantng sulp oF casivy
b eaemryi o Sy MRCEND L Iwxs, 3327 138,

(16 Coumk RO A e -t vy bee D dal v lo sonivd o c8eva 187 earinizads O

1,3 Prond Aorie , IVTK, 3y, 328 3350
TInARAYIY k. Chrtlain ) 5 e ¢ ovvalesepes (4onzers 'h‘\‘"l»ll.‘c d'uas vaoreed @ svecha Lo Foen e
ety ey envlalatgre Batrs du o oras ac len s L5 Ve de Becdagie O daie, Mirobosbivgie,
P ST S RURN PN PN THRSIR-TINS § FTRVEEEY N BT E N

U COLLINS G 7SE PN N s comen) Sathe - S0 o 20000 e, 19T,

JUaf HARR™Z AN () MoraNIZC ML bzt wdled, v St L oy e e tagy Al
S0 lanslomis (4470

114 QUCTIAN AN BLL., GIKASCHS Mk, Ravey - Slue o’ DNeeaivat <0 By, cnictogy. SO edo, Tas
Witawma v Vs Dhe (Rellizgeeey, A

I20] VAKATOR So, FIGAGR A0 - Peml detailie@on =] shouwast ik IR 0NAg L guri precidiis

mubad v vl vy AN U T b pm.i'.l;ing Jdnairacade wnl waylkoe e Rbehe-a g

Illll-w:n"‘: o
{899, 6, B2 N8,
{2V ENGGY ANG K 0 ANUNNYE C.C - Danchemical stadics of tha i e Letua ol enaese [RA ST T

s $OAlL Ao Bivesclaasl., JS1K7, 3 0w,

|!3| MERZZ B8R AL X, LARRALDL Y, REV el L. Srodies oa the Sode a0 st b a i sssgy ot

cangave MG cacmiaiaic NG Fraad Agen 19T, A, <3T-443
JR3) GOLUTZ G VALDIVIESU ML SULSTA E LA DL KRS AINIT K - Dcvuile ot in shude st
Ddigs el e oxcavr co treaccnal s e ki ke v Jrvieg or e n deeia aa ey L ey Pechinal o BAEE,

(97102

(YA SVRRIFY 0\ NN L CTAYLOR AL FUULTIOKE N, N0 e we R USRI R

USRS W R TELICS N PATY SRR AW SOFTRUT RIS TR A 1A I B RN T K S|

177



6Q

[255 ASDOR-CISIL To MO £ L. NLKRE L, TRECHE S Toz atfectivans:s of Crarns2n pedutson &
viag o praltacr @ oweecas e T SGUOR-DSEE. AL DRAUMAS, D, GRIFFH, § TNRCHE
vty Tean aGsraen o ntace e v, Filte o GRS YN D995, D00 LR

2L CHEAS P LEVES A peoarge Sreanlalion ol c2ssave Nolees, 14939 185, 60000

(22, YASCUNIZELSS AT TWIGGOY R CESTRY A4 RENEY P A Ve et 0 waraiv da
ong o sepao tuee, hide L 4 Frad 3o sedao., 1sQ, 25 e W3

JIKPDNKE R.D.. BLARE G G BATVIERSHILL 1M - Il anse f o™ hodaofLiz. Pagmciazanic,
IRLIILNY I S S N

139] FORNMUNYAM R.T.. ADDIDILA A A, OKE O. - Tecbniend ¢iva oz dedi s ol L senulns. Foeod
Coesw , {9R9, 12, 221000

30} BALA NACLUIS AN, SUNTIARCSAN 8 - Bl vt ol powvccanyz ton e < azaaplo aaale Cin £ oal 27 Sasoi V.
£ 85: brawl Aoniz . 1548, R, 1.97 (26,

(30) WKEDELCE S 1v, ONYIKG B, CIRETDPHEL (O (, Bt ESWECHL O S onnascess gty 203 daen
TR A PETIRTTRN AT RS S 10 T Y (YT fetorersau, i fixe _\‘:.fi peed o, Acny Bl Tl 1HRS 4
Leas pend,

[RPS SRR M [P REVEN ATNN T T R IR S [RURCANN| OGEY I ¥ 95 ST (R TTHYT P RT (oSTIE TN LN S AP TTAIN
YN A LT R T Y|

(LA ke W FL AR LG A L EREIILL LA sz v Birgtactso . (oybestmis oy,
U A 3 SRR

I.U!\/I'i G N RIIFEFCRE ML AN TR LD ke 0T S bR Gor e e sl S HUCENE AL iA:_‘I.nl_l--n
13 nare peegaeing fSel Tand apric L (80803, GevaX

JRSPIKEFRERE C L CGHNDU FLC UKGHN AL Tanfiinin Led SH0m Jas e 0o agiese i, \E 8 N obael,

i Neacl, R 28 32T 05

1M TTAN-NaSFNL T THRAINA M. L DA Y - 2uccbadion ol freanes ol AL ("u“‘);l‘_l;o.'
Nicam:oze fom aoter Fean, ASaesies My o) Dhoctiom o 9?0 BlLL S<0-08—

I3V YDOL 0D SATLL - et s anom - siesawie c07 Wezlncosa i L Sz Nan, Ao, Se .
(GRT fh, 1720 -

I38] LEGRAS (L. KAAKEN SIR . ARNXID A GATZY P - Bancicnton 4o £ opames ot 1)

WA 6 il 12w e e ing Greadesieaa D, s 83120 1 Briic Miocablo), 44y, 24,
KRR YU

139 YN H.HL Rsaene prcfers of 0 pleensidaze Fam caecavy, Pavkockaaniaey, (946, 28, T24-724.

) ISTZK Lo DIERUREL R VBARM S - Nl =g o vigprznsg (oo decst wt npm vganzax m  HON eana

bobsin bno<eli co ey of SNicovdans honons Lovavelsi Pz Coelo Fissee 13 Orgen Cnlears. 1993, 23, 08

-2

[T NN F E - Cogen L dogaih 83 A e R Fizan Fresend | 15300 31 433 33,

N2 ACALUNGA M., SIAVUURGOU O KOBACK (LA §.C., LZULMILE D.. BRAUMAN A Lev barsrivy
Wl gy ofe et et o saoisesy . Clcnatdinat o aivedarem Yoo Los Alee. Nt UAL, (L
47438 '

I3 MADCNG A M. MAVAUXSOL O KELEKES L KNUAWIL A S 1T DAUEMRBFE D |« Scun e auene
A R AL O i e Gabparpe Ly atuesl, B1E voen, Alme R, 19500 (4, T) 31

(Al ORSLIC N, UPCQCHINENT LN = o2haraz me oadisiies ol ol wll o mrsding -sayines oz Ve
ot e d Cinners om0l eas s (ol € w W CHaabacGr _,'II'IIIIA‘.’P.J. LYORE TP .\glie.. ILAR. 44, 3.

I

[45] AMPE F.. KR FRKE S, ROBFRT H.. HRALMAN AL - Wie role el Wigin a7 e depeadnge suXysia
Jusine (issova telting, @ T. AGDOR CODE, A. BRAUMAN. D. SRITTON, 5. TRECIIL neds ), Dmuglev~
AR el e Ja e, Blifieans IRSTOM, [USY,

[ MAIHING 3 E YAN H L GHISK L SAYRE RO Maafiotca, cascicezann .l rcolzaran ol

Razmiers in cxstuva Plar Physicl.. 1980, 93, 176-1X)

178



	M09154-1
	M09154-2
	M09154-3
	M09154-4
	M09154-5
	M09154-6
	M09154-7
	M09154-8
	M09154-9
	M09154-10
	M09154-11
	M09154-12
	M09154-13
	M09154-14
	M09154-15
	M09154-16
	M09154-18
	M09154-19
	M09154-20
	M09154-21
	M09154-22
	M09154-23
	M09154-24
	M09154-25
	M09154-26
	M09154-27
	M09154-28
	M09154-29
	M09154-30
	M09154-31
	M09154-32
	M09154-33
	M09154-34
	M09154-35
	M09154-36
	M09154-37
	M09154-38
	M09154-39
	M09154-40
	M09154-41
	M09154-42
	M09154-43
	M09154-44
	M09154-45
	M09154-46
	M09154-47
	M09154-48
	M09154-49
	M09154-50
	M09154-51
	M09154-52
	M09154-53
	M09154-54
	M09154-55
	M09154-56
	M09154-57
	M09154-58
	M09154-59
	M09154-60
	M09154-61
	M09154-62
	M09154-63
	M09154-64
	M09154-65
	M09154-66
	M09154-67
	M09154-68
	M09154-69
	M09154-70
	M09154-71
	M09154-72
	M09154-73
	M09154-74
	M09154-75
	M09154-76
	M09154-77
	M09154-78
	M09154-79
	M09154-80
	M09154-81
	M09154-82
	M09154-83
	M09154-84
	M09154-85
	M09154-86
	M09154-87
	M09154-88
	M09154-89
	M09154-90
	M09154-91
	M09154-92
	M09154-93
	M09154-94
	M09154-95
	M09154-96
	M09154-97
	M09154-98
	M09154-99
	M09154-100
	M09154-101
	M09154-102
	M09154-103
	M09154-104
	M09154-105
	M09154-106
	M09154-107
	M09154-108
	M09154-109
	M09154-110
	M09154-111
	M09154-112
	M09154-113
	M09154-114
	M09154-115
	M09154-116
	M09154-117
	M09154-118
	M09154-119
	M09154-120
	M09154-121
	M09154-122
	M09154-123
	M09154-124
	M09154-125
	M09154-126
	M09154-127
	M09154-128
	M09154-129
	M09154-130
	M09154-131
	M09154-132
	M09154-133
	M09154-134
	M09154-135
	M09154-136
	M09154-137
	M09154-138
	M09154-139
	M09154-140
	M09154-141
	M09154-142
	M09154-143
	M09154-144
	M09154-145
	M09154-146
	M09154-147
	M09154-148
	M09154-149
	M09154-150
	M09154-151
	M09154-152
	M09154-153
	M09154-154
	M09154-155
	M09154-156
	M09154-157
	M09154-158
	M09154-159
	M09154-160
	M09154-161
	M09154-162
	M09154-163
	M09154-164
	M09154-165
	M09154-166
	M09154-167
	M09154-168
	M09154-169
	M09154-17
	M09154-170
	M09154-171
	M09154-172
	M09154-173
	M09154-174
	M09154-175
	M09154-176
	M09154-177
	M09154-178
	M09154-179
	M09154-180
	M09154-181

