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Résumeé

Cette étude a pour objectif de dénombrer les microorganismes fermentaires et de faire la caractérisation
phénotypique des souches de Bacillus isolées des ferments de manioc provenant de cing sites
(Abidjan Yopougon Nouveau Goudron, Abidjan Yopougon Kouté, Bonoua, Abengourou, Bouaké). La
numération des levures, moisissures, bactéries lactiques et bactéries du genre Bacillus u été effectuée dans les
différents échantillons de ferment selon les méthodes conventionnelles de microbiologie. Trois paramétres
(concentration en NaCl, température et pH) ont été utilisés pour la caractérisation des souches de Bacillus. Selon
les zones de prélévement, les charges des microorganismes ont variées entre 5,7 & 0,89 logio ufc/g et 8,27 +
0,39 logio ufc/g pour Bacillus ; 5,68 £ 0,73 logio ufc/g et 8,91 = 0,56 logio ufc/g pour les bactéries lactiques ;
3,91 % 0,82 logio ufc/g et 6,23 £ 0,31 logio ufc/g pour les levures ; 2 logio ufc/g et 4,19 £ 0,74 logio ufc/g pour
les moisissures. Une croissance optimale des souches de Bacillus a été observée a un pH alcalin égal @ 9 et a
une concentration de NaCl de 2 %. La majorité des souches ont été psychrotolérantes.

Mots-clés : manioc, ferment, microorganismes, Bacillus.

Abstract

Fermentative microorganisms and phenotypic characterization of Bacillus strains
isolated from traditional cassava (Manihot esculenta, Crantz) starters sold in the markets of
four cities in Cote d'lvoire

The objective of this study is to enumerate fermentative microorganisms and do a phenotypic
characterization of Aacillus strains isolated from traditional cassava starter. Yeasts, molds, lactic acid
bacteria and Bacillus were counted in the samples of traditional cassava starters from five sites
(Abidjan Yopougon Nouveau goudron, Abidjan Yopougon Kouté, Bonoua, Abengourou, Bouaké) by
conventional bacteriological methods. Three parameters (NaCl concentration, temperature and pH) were
used for the characterization of Bacillus strains. Depending on the sampling area, the microorganism loads
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ranged from 5.7 & 0.89 log,y cfu/g to 8.27 £ 0.39 logy, cfu/g for Bacillus; 5.68 £ 0.73 logo cfu/ g and
8.91 % 0.56 logyy cfu/g for lactic acid bacteria; 3.91 % 0.82 logy, cfu /g and 6.23 % 0.31 logy, cfu/g for
yeasts; 2 logyo cfu/g and 4.19 £ 0.74 log,, cfu/g for mold. Optimal growth of Bacillus strains was observed
at alkaline pH (9) and NaCl concentration of 2 %. The majority strains of bacillus were psychotolerant.

Keywords : cassava, traditional cassava starter, microorganisms, Bacillus.

1. Introduction

Le manioc joue un role trés important dans I'alimentation de la population sous les tropiques [1]. Ainsi,
constitue-t-il la quatriéme ressource agricole dans le monde aprés le riz, le blé et le mais [2]. En (dte
d’'lvoire, il est la deuxieme culture vivriére aprés I'igname et la banane plantain. Selon [3] le manioc est
devenu progressivement I'aliment de base de la population ivoirienne avec pour conséquence la
généralisation et I'intensification de sa production. Les racines de manioc sont utilisées dans la production
d'une variété de produits traditionnels alimentaires dont la plupart (attiéké, gari fufy, agbelima,
chikwangue etc.) nécessite une étape de fermentation au cours de la chaine de fabrication. La fermentation
joue un role important dans la fabrication de ces produits alimentaires d base de manioc. Cest une étape
qui fait intervenir l'activité microbienne. Cependant, cette fermentation n’étant pas contrdlée, conduit le
plus souvent a I'obtention des produits finis instables [4]. De plus I'inoculum pré-fermenté pourrait contenir
une microflore inconnue potentiellement dangereuse [5]. La stabilité de ces produits nécessite la sélection
de microorganismes spécifiques en vue de produire un ferment industriel pour conduire cette fermentation.
Le ferment de manioc constitue la principale source de microorganismes [6]. Il renferme une multitude de
microorganismes tels que les levures, les bactéries, les moisissures [7 - 9] dont les effets combinés
permettent au cours de la fermentation de développer les aromes, les flaveurs, 'acidité, le godt, etc.,
caractéristiques des prodvits alimentaires [3]. Ces microorganismes sont composés en majorité de bactéries
dont les principaux représentants sont les bactéries lactiques et Bacillus. Les travaux menés par [10, 11] ont
permis de mettre en évidence la prédominance des bactéries lactiques dans le complexe de
microorganismes que renferme le ferment traditionnel de manioc. Par ailleurs, des essais de production
d’attiéké, conduits par les auteurs des références [12, 13] dans lesquels I'étape de la fermentation a été
pratiquée avec uniquement une souche pure de bactéries lactiques n'ont pu aboutir a de produits finis
satisfaisants. Cependant, la texture et les caractéristiques organoleptiques de I'attiéké obtenu @ partir du
broyat de pulpe de manioc fermenté avec le couple bactéries lactiques - Bacillus, ont été nettement améliorées.
Cette étude a pour objectif de dénombrer les microorganismes fermentaires et de faire une caractérisation
phénotypique des souches de Bacillusisolées de différents ferments de manioc de la Cote d’lvoire.

2. Matériel et méthodes
2-1. Echantillonnage

Les échantillons de différents types de ferment traditionnel de manioc (braisé, bouilli et cru) ont été
prélevés dans quatre villes de la (dte d’lvoire (Abidjan, Abengourou, Bonoua, Bouaké). Au total 75
échantillons de ferment dont 30 a Abidjan (ferments braisés et bouillis) et 15 a Abengourou
(ferments bouillis), Bonoua (ferments crus) et Bouaké (bouillis) ont été prélevés et analysés. Les ferments
prélevés dans des sachets Stomacher ont été transportés dans une glaciére au laboratoire.
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2-2. Analyses bactériologiques
2-2-1. Numération et isolement des souches de Bacillus

Dix grammes (10 g) de chaque échantillon de ferment ont été introduits dans un sachet Stomacher contenant
90 mL d'eau peptonée tamponnée préalablement autoclavée. A partir de cette suspension mére de dilution
10", des dilutions décimales en cascade ont été effectuées. L'ensemencement a été fait par étalement de
0,1 mL de chaque dilution décimale d la surface de la gélose PCA contenant 1 % d’amidon et incubée d 30°C
pendant 48 @ 72 heures. Les colonies caractéristiques de Bacillus ont été dénombrées et isolées selon
quelques critéres biochimiques et morphologiques (colonies volumineuses ayant tendance a s’étaler, plates,
opaques a bords dentelés, transparentes, Gram positif, catalase positive).

2-2-2. Numération des levures et moisissures et bactéries lactiques

Les levures et moisissures ont été dénombrées suivant la norme FN I1SO 6611 : 2004. La numération de la
flore fongique a été réalisée aprés la répartition aseptique de 0,1 mL de chacune des dilutions respectives
sur bofte de Pétri contenant la gélose Sabouraud au Chloramphénicol préalablement préparée.
L'ensemencement a été fait par étalement. Les hoftes ont été incubées d 30°C pendant 24 d 72 heures. Les
colonies de levures apparaissent blanchdtres, lisses, bombées avec une odeur de boulangerie et un
diametre de 0,5 d 2 mm aprés 24 heures. Les moisissures sont duveteuses aprés 72 heures. La charge des
levures et moisissures a été exprimée en logyo (UFC/g). Les bactéries lactiques ont été dénombrées selon la
norme IS0 15214 : 1998. Pour ce faire, les bactéries lactiques ont été cultivées sur la gélose MRS
(Man Rogosa Sharpe) & 30°C. La numération de ces germes a é1é réalisée aprés la répartition par étalement
de 0,1 mL de chacune des dilutions respectives sur boite de Pétri. L'incubation a été réalisée en anaérobiose
pendant 24 & 48 heures dans une jarre @ bougie. Les colonies caractéristiques incolores ou blanches,
circulaires @ contours nets, ont été dénombrées et leur nombre est exprimé en logy, (ufc/g).

2-2-3. Caractéristiques des souches de Bacillus

La caractérisation des souches de Bacillus a été effectuée selon les méthodes décrites par [8]. Ainsi, la
croissance de 50 souches d différentes températures (5°C, 45°C, 51°C), pH (3,5 ; 6,5 ; 9) et concentration de
NaCl (2 %, 4 %, 8 %) a été déterminée par la mesure de la densité optique (D.0) des suspensions cellulaires
obtenues @ partir de bouillon Mossel aprés 48 heures d’incubation & 30°C. La croissance aux différents pH a
été réalisée en ajustant le pH du bouillon Mossel a I'aide du HCl et du KOH. La lecture de la densité optique
a été effectuée d I'aide d'un spectrophotométre (JENWAY Genova, Germany) & une longueur d’onde de 540 nm.

2-3. Analyses statistiques

L’analyse de variance (ANOVA d un facteur) a été effectuée avec le logiciel Statistica version 7.1 pour étudier
le degré de différence entre les charges des souches de Bacillus. En cas de différence significative, le
classement des moyennes (groupes homogénes) est effectué avec le test de Newmann-Keuls. Le seuil de

signification (o) était de 0,05.
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3. Résultats

3-1. Charges moyennes de microorganismes fermentaires au niveau de chaque site

Les charges moyennes les plus importantes de Aacillus ont été obtenues d AB-Kouté et a Abeng avec
respectivement 8,27 et 8,01 log, ufc/g (Tableav 1). Avec des charges de 5,82 et 5,7 logy, ufc/g obtenues
respectivement a Bonoua et d AB-NG, les ferments de ces deux zones ont enregistré les charges les plus faibles.
Des charges du méme ordre ont été obtenues a AB-Kouté (8,91 logio ufc/g), Abeng (8,35 logio ufc/g) et a Bouaké
(8 logio ufc/g) pour les bactéries lactiques. Cependant une différence significative (p < 0,05) a été observée
entre les charges obtenues d AB-Kouté et a Abeng et celle de Bouaké. La plus faible charge a été obtenue
AB-NG (5,68 logio ufc/g). Concernant les levures, la charge maximale a été obtenue a AB-Kouté (6,23 logio ufc/q)
et la charge minimale a AB-NG (3,91 logio ufc/g). Les charges des sites de Bouaké (4,92 logio ufc/g) et d’Abeng
(4,21 logio ufc/g) ont été du méme ordre, cependant une différence significative (p < 0,05) est @ noter entre
celles-ci. La charge des levures d Bonoua a été de 5,34 logio ufc/g. La charge maximale des moisissures a été
obtenue a Bonoua (4,19 logio ufc/g), cependant une différence non significative (p > 0,05) a été notée entre
celle-ci et celle de AB-Kouté (4 logio ufc/g). La plus petite charge a été obtenue @ Abeng, soit 2 logio ufc/g, une
charge qui n’est pas statistiquement différente de celle de Bouaké (2,2 logio ufc/g). La charge moyenne des
ferments du site d’AB-NG a été de 3,88 logio ufc/g. Le site d’AB-kouté a présenté les charges les plus élevées au
niveau de chaque microorganisme fermentaire sauf les moisissures.

Tableau 1 : Charges moyennes des microorganismes av niveav de chaque site

Charges moyennes des microorganismes (logio UFC/g)

Sites de prélevement Bacillvs Bact-Lac Levures Moisissures
AB-NG 571089 568£0,73 391082 3,88 0,68
Bonoua 5821094 6861063 534£0,68 4,19+ 0,74b
AB-Kouté 8,27+£0,39c 8910564 623£031¢ 4b
Bouaké 7380360 810,59 4,920,720 2,21 0,28
Abeng 8,00 £0,77> 8350154 4721 £ 0,48 20

En colonne, les moyennes affectées d'vne méme lettre ne sont pas significativement différentes av sevil de
5% AB-NG : Abidjan Yopougon Nouveav Goudron ; AB-Kouté : Abidjan Yopougon Kouté ; Abeng : Abengourou

3-2. Influence du pH sur la croissance de Bacillus

L'influence du pH sur la croissance des souches de Bacillus au niveau de chaque site est illustrée par la Figure
1. La croissance des souches de Bacillus au niveau de tous les sites augmente avec le pH. Dans I'ensemble, la
croissance optimale de chaque souche est atteinte d un pH égal d 9. Les minima sont observés au pH de 3,5.
Quel que soit le site de prélevement I'allure de la croissance des souches est identique.
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Figure 1 : /nflvence dv pH sur les souches de Bacillus isolées des ferments des différents sites de
prélévement

3-3. Influence de la température sur la croissance de Bacillus

La Figure 2illustre I'influence de la température sur la croissance des souches de Bacillus au niveau de
chaque site. Pour les 50 souches reparties dans les différents sites de prélevement, 21 souches ont montré une
croissance optimale @ 30°C, 21 souches @ 5°C, deux souches & 45°C et six souches @ 51°C. Dans le site d’AB-NG,
six souches, cing souches et une souche ont présenté une croissance optimale respectivement a 30°C, 5°C et
51°C sur les 12 souches testées. A Bonoua, une souche a présenté une croissance optimale & 30°C, une souche &
45°C et une souche @ 51°C sur les trois souches testées. Six souches, huit souches et une souche ont montré des
croissances optimales respectivement @ 30°C, 5°C et 51°C sur les 15 souches testées a AB-Kouté. Au site
d’ABENG, cinq souches ont enregistré une croissance optimale d 30°C, cing souches @ 5°C, une souche d 45°C et
une souche @ 51°C sur les 12 souches testées. Trois souches de Bacillus des ferments de Bouaké ont montré une
croissance optimale @ 30°C, trois souches @ 5°C et deux souches & 51°C sur les huit souches testées.
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Figure 2 : /nflvence de la température sur la croissance des souches de Bacillus des ferments des
différents sites de prélévement

3-4. Influence de la concentration en NaCl sur la croissance de Bacillus

L'influence de la concentration de NaCl sur la croissance des souches de Bacifllus au niveau de chaque site
est illustrée par la Figure 3. La croissance optimale pour la majorité des souches quel que soit le site a été
atteinte a une concentration de sel de 2 %. Une souche du site AB-NG, trois souches du site ABENG et deux
souches du site de Bouaké ont montré une croissance optimale @ une concentration de sel de 4 %. Les plus
faibles croissances des souches ont été observées avec une concentration de sel de 8 % de NaCl.
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différents sites de prélévement

4. Discussion

Les charges des bactéries fermentaires (bactéries lactiques, Bacillus) étaient plus importantes dans les
ferments que celles des champignons (levures et moisissures). Ces résultats permettent de souligner
I'importance de ces bactéries dans le processus fermentaire des racines de manioc. Ils donnent une
orientation sur le choix des bactéries pour la confection de I'inoculum utilisé dans la fermentation de la péte
de manioc. Le genre Bacillus joue un role important dans la confection du ferment de manioc. En effet, il
participe la dégradation de I'amidon par la synthése d’enzymes [14] pour libérer dans le miliev des sucres
fermentescibles indispensables pour la poursuvite du processus de fermentation par d’autres germes tels
que les bactéries lactiques. L'importance du genre Baciflus a été aussi démontrée dans la conservation des
aliments fermentés par la production de composés antimicrobiens [15]. Leur présence dans le ferment de
manioc a été déja reportée par les auteurs des références [14, 16]. Dans I'ensemble des ferments
investigués, les charges des bactéries lactiques étaient supérieures a celles de Bacillus. Ce résultat est
similaire @ celui de [17] qui ont montré une prédominance des bactéries lactiques dans la fermentation des
racines de manioc pour la préparation du fufu. Les bactéries lactiques sont les microorganismes dominants
retrouvés au cours de la fermentation de la majeure partie des aliments ou boissons amylacés fermentés de
I'Afrique de I'Ouest [18]. Elles constituent un ensemble de microorganismes capables de transformer des
sucres simples comme le lactose ou le glucose en acide lactique. En plus de leur rdle dans la production des
acides organiques, les bactéries lactiques ont un potentiel enzymatique énorme qui leur confére une
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importance capitale en industrie. Leur présence dans la fermentation des racines de manioc a été déja mise
en évidence par les auteurs des références [7, 19]. La charge des levures dans les ferments de manioc des
différentes zones étaient supérieure a celle des moisissures. Ce résultat est identique @ celui de [20] qui a
obtenu au cours de la fermentation des racines de manioc des proportions de 66,66 de levures et 35 % de
moisissures. Ces champignons participent également a la fermentation des racines de manioc bien qu’étant
en nombre rédvit par rapport aux autres microorganismes déterminés. En effet, les levures et les bactéries
lactiques métabolisent les hydrates de carbone, notamment le glucose et le fructose pour la production d’acides
organiques. La prolifération de ces champignons pourrait &tre liée a la disponibilité d’hydrate de carbone dans
le milieu. Selon [21], les hydrates de carbone sont largement utilisés comme source nutritive par les
microorganismes au cours de la fermentation des racines de manioc. Le genre Bacillus posséde des capacités
physiologiques qui lvi permettent de survivre dans une large gamme d’habitats extrémes. Il peut &tre
thermophile, psychrophile, acidophile, alcalophile, halotolérant ou halophile et est capable de croftre a des
valeurs de pH, de température et de concentrations de sel ol peu d'autres organismes peuvent survivre [22, 23]. La
connaissance de l'influence des différents paramétres étudiés sur la croissance des souches de Baciflus permettra
d’optimiser le rendement de ces bactéries au cours du processus de fermentation de la pdte de manioc.

L’influence du pH sur la croissance des souches de Bacillusisolées des différents ferments de manioc dans
cette étude a permis d’observer une croissance des souches aux pH 3,5, 6,5 et 9. Ce résultat corrobore celui
de [24] qui ont montré la capacité des souches de Bacillusisolées au cours de la fermentation des racines de
manioc pour la production du gari a croftre d des pH allant de 4,5 d 9,6. Une faible croissance des souches a
des pH acides (3,5, 6,5) comparativement au pH alcalin 9 a été également observée. Selon [25] les souches
de Bacillus développent une réponse a I'acidité, une ATR (acid tolerance response) pouvant leur permettre
de croftre jusqu’a un pH de 3,5 lorsqu’elles subissent une pré-exposition pendant un temps court avec un
milieu de pH 6,3. Le nombre de souches acidophiles parmi les souches testées était inférieur a celui des
souches alcalinophiles dans cette étude. Les résultats obtenus par [26] dans ses travaux sur 10 espéces de
Bacillus confirment ce résultat. Les températures explorées (5°C, 30°C, 45°C, 51°C) ont permis la
croissance des souches de Bacillus. Selon [27], certaines espéces de Bacillus posséde des caractéristiques
psychrotrophe (4°C) et thermophile (50°C). Cependant, il faut noter une bonne croissance des souches aux
températures de 5°C et 30°C comparativement aux autres températures, avec des maxima observés pour
la majorité des souches d 30°C. [28] ont montré que la température de croissance de certaines espéces de
Bacillus varie entre 5°C et 43°C avec une croissance optimale entre 20 et 40°C.

A partir de différentes souches de Bacillus provenant de diverses sources d’aliments, [28] ont montré que
méme si seulement 3 % des souches poussent d 8°C, la totalité pousse a 12, 30 et 37°C. [29] ont indiqué
que la température optimale des souches de Bacillus psychrotolérantes se situerait entre 25 et 35°C. Selon
la classification de [30] il faut noter également la présence de souches mésophiles (45°C) et
thermotolérantes modérées (51°C). Pour ces auteurs, I'espéce . cereus par exemple peut se développer d
des températures allant de 7°C a 50°C selon les souches (psychrotolérante, mésophile et thermotolérantes
modérées). Une croissance bactérienne o été observée pour les trois concentrations de NaCl
(2 %, 4 %, 8 %). Ce résultat est similaire a celvi de [23] qui a obtenu une plage de croissance du genre
Bacillus allant de 2 % a 8 %. La croissance optimale pour la majorité des souches est atteinte & une
concentration de NaCl de 2 %. Les minima des densités optiques relatives a la croissance des différentes
souches ont été obtenus d une concentration de NaCl 8 %. La tolérance des souches de Bacillus au NaCl est
un caractére propre @ chaque souche. En effet, 'environnement de prélévement, favorise le développement
des caractéres propres d chaque bactérie pour sa survie. Selon [31] Il a été convenu par exemple que le
stress est un inducteur de I'activité des especes bactériennes. Les bactéries doivent en permanence adapter
leur physiologie aux fluctuations des facteurs physico-chimiques du milieu environnant.
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5. Conclusion

Cette étude a permis de mettre en exergue une diversité de microorganismes des ferments de manioc
notamment, les bactéries lactiques, des bactéries du genre Bacillus, des levures et des moisissures. Les
charges des bactéries ont été supérieures d celles des champignons. Les charges des bactéries lactiques
étaient supérieures d celles de Bacillus. Concernant les champignons, la charge des levures était supérieure
a celle des moisissures. Il ressort de cette étude que quel que soit le site de provenance du ferment, le pH
optimal de croissance des souches de Bacillus se situe dans la gamme de pH alcalin, soit 9 et une
concentration de NaCl optimale de croissance de 2 % de NaCl. La majorité des souches étaient
psychrotolérantes avec une présence de quelques souches mésophiles et thermotolérantes modérées.
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