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ABSTRACT: Cassava retting is one of the main step for cassava processing. This step involve some microorganisms which
activity impact on the quality of cassava derived products. With the aims of ensuring a good quality of cassava products, tree
strains of microorganism namely Lactobacillus sp., Saccharomyces sp., and Rhyzopus sp., were tested as starter culture on
cassava variety TMS 3001, fermentation. The use of this starter made of 10° cells/ml of Lactobacillus sp., 10° cells/ml of yeast,
and 10* cells/ml of mould spores, permitted to reduce the retting time from five days to two days, to reduce cassava
cyanogen by 95% and to ameliorate the hygienic quality of by products by eliminating pathogens development. This new
approach may encourage industrial production of stabilized quality cassava derived product.

KeywoRbps: Cassava Retting, Stater Culture of Three Strains.

RESUME: Le rouissage du manioc est I'une des principales étapes des procédées de transformation du manioc. Celle-ci fait
intervenir une succession de divers micro-organismes dont I'activité a un impact sur la qualité des produits finis. Afin de
permettre un meilleur contréle du rouissage naturel, et d’assurer une meilleure qualité des produits de transformation du
manioc, trois souches microbiennes dont Lactobacillus sp., Saccharomyces sp., et Rhyzopus sp., ont été testées comme
starter sur du manioc amers de variété TMS 3001. L'utilisation de ce starter composé de 10° cellules/ml de Lactobacillus sp.,
10° cellules/ml de levures, et 10* cellules/ml de spores fongique, a permis de réduire la durée du rouissage de cing jours a 40
heures, de réduire le taux de glucosides cyanogénétiques de 95%, et d’améliorer la qualité microbiologique du manioc rouis
en éliminant le développement des germes pathogenes. Cette nouvelle approche permet d’augurer une production a
I’échelle industrielle des produits fermentés dérivés du manioc de qualité standardisé.

MoOTs-CLEFS: Manioc, rouissage, ferment.

1 INTRODUCTION

Les processus de transformation du manioc pour I'alimentation traditionnelle son trés variés. Comme cette plante se
cultive dans toute la zone tropicale depuis trés longtemps, des techniques se sont développées et ont donné lieu a des
produits tres différents selon la zone considérée [1, 2, 3, 4]. Ces nombreux produits mis au point par I'expérience accumulée
par les populations, qui tiennent compte des objectifs alimentaires, sociaux, économiques et culturel, ont souvent pour
préoccupations essentielles, la conservation d'une denrée trés périssable et I'élimination de la toxicité liée a la présence de
glucosides cyanogénétiques [5, 6]. Pour atteindre ces deux principaux objectifs, les pratiques traditionnelles ont abouti a
plusieurs procédés dont la fermentation conduisant a I'acidification par action des bactéries lactiques est une composante
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que I'on retrouve quasiment dans tous les procédés de transformation traditionnelle du manioc [7,8;9]. Malheureusement,
ce processus fermentaire qui s'effectue spontanément grace au développement de la microflore épiphyte [10, 11], peut
conduire a des produits d'une qualité organoleptique, microbiologique ou toxicologique indésirable [12, 13]). L'inoculation du
manioc avec un starter de microorganismes a multiples potentialités, permettrait d'assurer la maitrise de |'étape de
fermentation et ainsi réduire voir éliminer les contraintes associés a la production des dérivés du manioc de qualité [14].
L'objectif de ce travail est donc l'utilisation d'un starter composé de trois microorganismes sélectionnés de la nature, dans le
but d'améliorer les qualités toxicologiques, nutritionnelles, et microbiologiques du manioc pendant le rouissage.

2 MATERIEL ET METHODES
21 ORIGINE DES SOUCHES

Les souches ayant des potentialités multiples notamment : Etres amylolytiques, produire la B-glucosidase (linamarase),
enzyme qui dégrade la linamarase, produire les pectinases, ont étés isolés de la nature suivant les méthodes décrites par
Olukoya [15].
2.2 PREPARATION ET UTILISATION DU STARTER

Les miroorganismes utilisées pour la préparation de notre starter sont des souches de Lactobacillus sp., Saccharomyces
sp. Rhyzopus sp.; toutes a activité amylolytique, linamarase et, pectinase importantes [16]. Le rouissage est effectué par
ensemencement des tubercules de manioc par: Une culture mixte de Lactobacillus sp. contenant 10° cellules/ millilitre, de
Saccharomyces sp. contenant 10" cellules/ millilitre, et de Rhyzopus sp. contenant 107spores/ millilitre.
2.3 METHODOLOGIE

Aprés préléevements aux champs, les racines de manioc (Manihot esculenta Crantz) de variétés amer fournies par le
centre I.LR.A.D de Ngaoundéré, non altérées sont lavées, épluchées, puis découpées. Des lots de 500 g sont réalisés. Un
premier lot est immergé dans de I'’eau de pluie ou de puits, dans un erlen de 1 L, et sert de témoins de rouissage naturel au
laboratoire. Un second lot est immergé dans de |'eau puis inoculée par le starter avant d'étre incubé avec le premier lot, a
température du laboratoire, et sert de témoins de rouissage avec le Starter. Parallelement des prélevements sont effectués
chez une ménagere qui réalise une fermentation en puits dans un trou creusé a méme le sol, remplis d'eau, par immersion
des tubercules. Ceci constitue le témoin de fermentation naturel traditionnel. Des portions de tubercules et d'eau de
rouissage sont alors prélevées toutes les 24 heures pour analyses biochimiques et microbiologiques.
2.4  METHODES ANALYTIQUES

241 LepH

La détermination du pH est effectuée sur de racines prélevées toutes les 24 heures de maniere aléatoire dans les
échantillons témoins (pH métre p 307 consort)

2.4.2  INDICE DE PENETROMETRIE
Le protocole utilisé pour suivre le ramollissement des racines est I'indice de penetrometrie tel que decrit par Ampe [17].
2.4.3  PROTEINES TOTALES

Les Protéines totales sont évaluées par la méthode modifiée de Hantzsch [18] sur des échantillons de tubercules prélevés
de maniere aléatoire en fin de rouissage.

244 DETERMINATION DE LA CONCENTRATION EN CYANURES TOTAUX RESIDUELS

Les cyanures totaux seront déterminés suivant la méthode enzymatique d’lkediobi [19], sur des échantillons de
tubercules prélevés de maniére aléatoire en fin de rouissage.
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2.4.5 NUMERATION DE LA MICROFLORE
Le suivie de I’évolution de la microflore au cours des différents rouissages se fait sur des échantillons prélevés toutes les
24 heures, par les méthodes classiques de dénombrement en boites de pétries d'apres les méthodes de Buttiaux et al. [20].

En utilisant le milieu EMB (éosine méthyléene bleu) pour les coliformes totaux, du Sabouraud au chloramphénicol pour la flore
fongique totale, et du TSN (Trypcase-Sulfite-Néomycine) pour les Sulfito réducteurs.

3 RESULTATS ET DISCUSSIONS.
31 CARACTERISTIQUES DES SOUCHES DU STARTER

L'isolement, fait par screening avec pour base la production des enzymes a-amylases, [B-glucosidases, polygalacturonase,
et la résistance aux fortes teneurs en composées cyanés, nous a permis de retenir les souches dont les caractéristiques sont

indiquées dans le tableaul, pour notre Starter.

Tableau 1 : Caractéristiques des souches du starter

Origine Pulpe de manioc  en Pulpe en fermentation et pelures Pelures jetées et
fermentation jetées nature

Milieu d’isolement M.R.S* SABOURAUD* PDA*

Morphologie Bacilles gram + Hyphes et Ascospores Filaments, et
Blastospores

Catalase - nd nd

a-amylase + + -

B-glucosidase + - +

Pectine méthylesterase - + +

Bactériocine + nd nd

Orientation Lactobacillus sp. Saccharomyces sp. Rhyzopius sp.

*= Modifiés par ajout de 10g d’amidon, du K.C.N a 0,25% et, 2g du citrate de fer ammoniacal plus 1g d’esculine pour un litre du milieu.
nd= non déterminé

Le bagage enzymatique de ces souches sera mis a contribution pour I'amélioration des qualités toxicologique et nutritive
du manioc [12]. En effet, la linamarase (B-glucosidase) contribuera a dégrader la linamarine, principal responsable de la
toxicité du manioc [21]; I'd-amylase servira a dégrader I'amidon du manioc en sucres fermentescibles et, fournir le substrat
de fermentation a la microflore toute entiére [22]. La pectineméthylesterase, contribuera au ramollissement en attaquant la
pectine principale squelette rigide des cellules du manioc [23].

3.2 PH

On note une baisse plus accentuée du pH lors du rouissage avec le starter comparativement aux rouissages naturels (Fig
1). Ceci pourrait étre d{ a une introduction massive des lactobacilles du starter dont I'activité de synthése des acides
organiques contribue a accentuer le pH [24]. Ceci pourrait étre bénéfique dans le sens de I'amélioration de la qualité
hygiénique des dérivés du manioc, et méme augmenter leur durée de conservation [25]. En fait les bactéries lactiques
introduites ici en grande quantité, produiraient de I'acide lactique, et peut étre dans certains cas de |'acide acétique [10, 26],
ceci limiterait considérablement le développement des microorganismes indésirables ou pathogenes par leurs propriétés
antiseptiques reconnues [27]. Pour que l'action stabilisatrice soit efficace, il faut que I'acidification soit rapide et qu'en mois
de 24 heures, le pH s'abaisse en dessous de 4, ce qui est le cas ici dans le cas d'une fermentation avec notre Starter (fig 1).
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Fig 1: Evolution du pH au cours des différents types de rouissage.
On constate par contre une diminution du pH limitée dans le cas de la fermentation naturelle par la ménagére, ceci
pourrait s'expliquer par les conditions dans lesquelles se déroulent la fermentation (température, accessibilité du substrat,
effet tampon du milieu) non controélée.

33 RAMOLISSEMENT

Le ramollissement ici est plus rapide dans le cas du rouissage avec le starter (fig2) comparativement aux rouissages
naturels.

16 + —B— Naturelle Labo
14 - —o— Natuelle

12 Traditionnelle
10 - —o— Starter

Index de penetrometrie( en mm/5s)

0 24 48 36

Temps (en heures)

Fig 2 Ramollissement du manioc au cours des diferents types de rouissages

Cette accélération du ramollissement pourrait étre due a la présence dans le starter des microorganismes capables de
produire la pectineméthylesterase (tableau 1), qui est une enzyme qui contribue a la dégradation des pectines [28], par
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ailleurs, constituants majeurs de la paroi cellulaire, et responsables de la rigidité de la pulpe du manioc [29]. Ampe et
Brauman., [23] ont indiqué que le ramollissement du manioc ne serait pas seulement le fait du stress physique, mais surtout
de l'activité des enzymes pectolytiques, dont la pectinemethyl esterase et les polygalacturonases.

34 LES CYANURES ET LES PROTEINES TOTAUX

Les dosages effectués en fin de fermentation, aprés 48 heures, nous ont permis de constater que:

Au cours de la fermentation par le starter les glucosides totaux sont réduits de prés de 95+4%, comparativement aux
rouissages naturels ol on observe des taux d'élimination de moins de 50% (fig 3).

S 250,
o
o
SC_J, 200+
3
CU 150’
2
@ 100
S
7]
3 50
=
O

0,

Starter

Naturelle
traditionnelle
Naturelle labo

Manioc frais

Fig 3: Distribution des Glucosides résiduels totaux aprés 48 heures de rouissage

Des auteurs ont fait remarquer que la linamarase endogéene présente dans les racines de manioc semble suffisante pour
assurer I'élimination de la linamarine [23]. Mais certains ont montrés que |'adition de la linamarase exogéne pendant la
phase de fermentation permet de réduire la quantité de cyanures résiduels [30, 31] et Oxtoby a isolé plusieurs bactéries
capables de dégrader la linamarine [32]. La microflore exogéne pourrait donc contribuer a améliorer I'élimination des
cyanures présents dans le manioc [33]. La forte diminution observée au cours du rouissage avec notre starter, pourrait donc
étre liée a une activité linamarase exogéne (des microorganismes du starter) intense. Giraud et al., [21] comparant |'effet de
I'inoculation de la pulpe de manioc par Lactobacillus plantarum A6 (amylolytique) et Lactobacillus plantarum lacto labo (non
amylolytique), ont indiqués que la linamarine disparaissait complétement dans tous les cas, en mois de 5 heures.

3.5 LES PROTEINES TOTALES

Les protéines totales par contre, sont augmentées de 10+2 % avec le starter alors que |'on n'observe pas de différence
entre les taux de protéines dans le manioc frais, comparativement au manioc rouis de maniére naturelle (fig4). Ceci pourrait
s'expliquer par le fait que nous avons introduit massivement les levures et les moisissures par le biais du Starter, ces
champignons étant tous amylolytiques (tableau 1) se seraient immédiatement multipliés et induisant une biomasse
importante en fin de fermentation, ceci aurait eu pour corollaire I'augmentation de la valeur protéique du manioc aprés
fermentation avec le Starter, les levures et les champignons par leurs corps protéiques étant une source de protéines de
qualité [34, 35, 36]. Cette incrimination de I'augmentation des protéines totales aux Champignons est d'autant plus confortée
que l'on observe une biomasse assez importante au cours de la fermentation par le starter avec des taux de 7,5 10’ cellules
/gMS aprés 48 heures de rouissage seulement (Fig 5).
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Fig 4: Distribution des protéines totales aprés 48 heures de rouissage
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Fig 5: Evolution de la flore fongique totale au cours des différents types de fermentations

3.6 LES PATHOGENES

On remarque une nette diminution des coliformes et des clostridiums au cours du rouissage avec le starter
comparativement aux rouissages naturels (Fig 6 et 7). Ceci pourrait s'expliquer par I'activité des bactéries lactiques que nous
avons massivement introduit dans le milieu [37, 38 ]. En effet, ces bactéries en produisant des acides organiques pourraient
jouer un role déterminant dans I'amélioration de la qualité hygiénique du manioc. L'effet antiseptique des acides lactique et
acétique liée a leurs formes dissociées, nous devons le souligner, leur permet d'entrer dans les cellules bactériennes ou ils
s'ionisent et s'accumulent, provoquant un abaissement interne du pH et le blocage de mécanismes de transport [39].
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Fig 6: Evolution des entérobactéries totales au cours de diferents types de fermentations
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Fig 7 Evolution des Sulfito réducteurs totaux au cours des diferents types de fermentations

L'action des bactéries lactiques ici dans I'inhibition des pathogenes est confortée par le fait que la bactérie lactique qui
fait partie de notre Starter, comme toutes les bactéries lactiques, ne posséde pas de catalase (tableaul). En présence de l'air,
leur métabolisme conduit a une accumulation de peroxyde d'hydrogene (H,0,), autre antiseptique puissant contre les
germes pathogenes intestinaux [40, 41]. Svangbert et al. [42, 43,44] ont réalisés des études spécifiques concernant I'effet de
la fermentation lactique sur la diminution de Salmonella typhymurium, Staphylococcus aureus, Escherichia coli, et Shigella
disenteriae, et les implications sur |'état des populations d'enfants alimentés avec des produits amylacés apres fermentation
lactique. Ils ont conclu a des effets trés positifs de la fermentation lactique sur la diminution des risques de diarrhées chez
ces populations infantiles. Enfin, des études ont montré que la bactérie lactique de notre starter est capable de synthétiser
des bactériocines (tableau 1). Ces bactériocines, notamment la nisine, seraient actives contre certaines bactéries Gram
négatives, parmi lesquelles on rencontre des entérobactéries et germes pathogenes [45, 46, 47, 48].

4 CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Ces résultats indiquent que I'on obtient un ramollissement plus rapide, un meilleur rendement de détoxication, un gain
en protéines non négligeable, une qualité hygiénique meilleure. Malgré ces premiers essais encourageants, il faudrait penser
a réaliser une étude sur la stabilité génétique de la microflore du starter, et I'utiliser sur un mélange de racines de manioc de
variétés différentes, comme au cours d’un rouissage traditionnel. Nous pensons aussi rechercher le moyen d’utiliser ce
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starter au cours d’une fermentation traditionnelle de maniére a ce que la microflore du starter puisse supplanter la
microflore naturelle et ainsi s'imposer pendant le rouissage naturel du manioc.
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